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ABSTRAKT

Tato praca sa zaobera preStudovanim transportnych vlastnosti hydrogélov pripravovanych
interakciou hyaluronanu s tenzidom karbetopendeciniumbromidu (Septonex).
Na preskimanie schopnosti absorbovania ¢i uvoniovania latky bola pouzita nilska ¢erven, ako
sonda na sledovanie tohto javu. VSetky hydrogély boli pripravované tzv. ,,mokrou* cestou,
kde sa pripravili zasobné roztoky hyaluronanu a tenzidu. Nilska Cerven bola vzdy pripravena
v roztoku tenzidu, kedy sa po zmieSani s hyaluronanom vytvorili zafarbené gély. Metddou
spektrofotometrie boli nasledne zmerané absorbancie pdévodnych ale aj zamenenych
supernatantov v sadach gélov po 24, 72 a 168 hodinach.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of transport properties of hydrogels, that were
prepared by interaction of hyaluronan with  karbethopendecinium  bromide
(Septonex), as a surfactant. Nile red is a fluorescent probe to determine the ability of the
system to absorb or to release the substance. All the hydrogels were prepared by the
,,wet“ way, where the solutions of hyaluronan and surfactant were prepared first. Nile red was
prepared in the solution of tenzide, which after the mixing with hyaluronan produced colorful
gels. By the spectrophotometric measurement, the absorbance of supernatants were
observed. The absorbance was measured in original but also in changed supernatatns after
24, 72 and 168 hours.
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1 UvoD

Hydrogély su definované ako koloidné disperzie s trojrozmernou polymérnou siet'ou.
Vznikaju interakciou polymérnych retazcov a vody za ucasti sietovacich Cinidiel ako su
micely. Hyaluronan je telu vlastna latka, a teda je ako biopolymér ¢asto vyuzivany prave pri
vyrobe hydrogélov. Svojimi jedine¢nymi vlastnostami sa uplatiiuje v roznych odvetviach
mediciny, kozmetiky ¢i farméacie. Aplikuje sa pri vyrobe kontaktnych Sosoviek, pri zakrokoch
v estetickej medicine, ako prisada vroznych krémoch v starostlivosti o plet
¢i v potravinarskom priemysle. Svoje uplatnenie vSak naSiel hlavne tkanivovom inZinierstve
pri hojeni ran a v cielenej distribucii lie¢iv. Je to preto, lebo tieto systémy dokazu uzavriet’
vel'’ké mnozstvo nepolarnych latok, lie¢iv do nosicov, a tak ich dopravit’ na postihnuté miesto.
Nemodifikovany hyaluronan ale svojou Struktirou nie je schopny nepolarne latky viazat,
apreto sa najprv musi spomenutymi interakciami upravit' tak, aby sa vytvoril fazovo
separovany hydrogél. Skvelou vlastnostou je aj fakt, Ze tieto nosiCe predlzuji pdsobenie
ucinku lieciva a tym paddom je zniZend aj ¢innd koncentrécia latky v tele. K tymto ucelom je
vsak potrebné poznat’ a porozumiet’ charakteru fyzikalno-chemickych vlastnosti hydrogélov.
Takisto je potrebné poznat aj model transportu, ktory by popisoval uvolfiovanie latok
z tychto systémov.

Ciel'om tejto prace bolo preskimat’ transportné vlastnosti hydrogélov na baze hyaluronanu.
Ako transportna latka bolo pouzité farbivo nilska Cerven, ktora bola pouzitd ako sonda,
pri ktorej absorpénom maxime bola zmerana absorbancia supernatantov v pripravenych
géloch. V jednotlivych sadach gélov boli supernatanty vymenené za fyziologicky roztok
0,15 M NaCl atenzidu Septonexu, kde sa skimal vplyv pritomnosti difGzie tychto latok
Vv urcitych Casovych intervaloch.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty sa radia medzi polyméry, ktoré vznikaja v dbsledku pritomnosti
postrannych skupin v molekule schopnych elektrolytickej disociacie. MoZeme o nich hovorit’
ako oroztokoch vysokomolekularnych latok, ktoré wvznikaju disociaciou v polarnych
rozpustadlach. V roztoku teda vznikaju iony a podl'a povahy pritomnych skupin schopnych
disocidcie sU polyelektrolyty rozdel'ované na polyelektrolyty obsahujlice skupiny kyslé (-
COOH), zasadité (-NH2) a amfotérne polyelektrolyty, ktoré vo svojich postrannych retazcoch
obsahuju jednak skupiny zéasadité, tak skupiny kyslé. Pokial’ bude disociovat’ polyelektrolyt
s bazickou skupinou, jeho wvysledny naboj bude kladny, a naopak, vysledny naboj
polyelektrolytu s kyslou skupinou bude zé&porny. Pri amfotérnych polyelektrolytoch bude
naboj zavisly na pH prostredia. Disociaciou vznikne makroion, ktory sa sklada z velkého
poctu elementarnych nabojov a ekvivalentného poctu malych i6nov s opaénym nabojom
nazyvanych protiiony. Povaha makroiénu zévisi na ionizovateInych skupinach, potom
rozoznavame medzi  makrokationom alebo  makroanionom. Celkové chovanie
polyelektrolytov zalezi na koncentracii, hustote naboja na retazci, na kvalite rozptstadla,
¢i na pritomnosti inych, napriklad nizkomolekularnych latok. Z biologického hladiska su
vel'mi vyznamné hlavne amfotérne polyelektrolyty, ktorych zastupcovia su napriklad proteiny
¢i nukleové kyseliny [1, 2, 3, 4].

2.2 Hyaluronan

2.2.1 Historia

Vroku 1934 John Palmer aKarl Meyer popisali doposial neobyCajni Struktru
polysacharidu svelmi vysokou molekulovou hmotnost'ou, vyizolovani z0 sklovca
hovidzieho dobytka. Ked’ze boli prvi, ktori sa otom dovtedy zmienili, nazvali tato novu
hmotu ako hyaluronova kyselina. V ¢ase objavu kyseliny hyalurénovej, boli polysacharidy,
ktoré predstavuju jednu z hlavnych zloziek organického materialu, vel'mi dobre zname. Vtedy
nazyvané mukopolysacharidy, dnes zname ako glykozaminoglykany, boli v tej dobe uz
objavené. Hyalurénova kyselina do tejto skupiny patri tiez, avSak neobsahuje sulfoestery.
Mukopolysacharidy boli izolované z hlienu, vd’aka ktorému maju vel'mi dobré viskdzne
vlastnosti. Tieto vlastnosti stvisia so schopnostou glykozaminoglykdnov viazat® zna¢né
mnozstvo vody [5, 6].

2.2.2 Struktira

Kyselina hyaluronova, ako =zlozka extracelulirneho matrix, je vysokomolekularny
glykozaminoglykan zlozeny z opakujucich sa disacharidovych jednotiek N-acetyl-D-
glukozaminu a D-glukurénovej kyseliny. SuU spojené striedajucimi sa [-1,4ap-
1,3 glykozidickymi vizbami. Cela Struktura je energeticky velmi stabilna. V' molekule
kyseliny hyalurénovej moze byt viac ako 10 000 opakujlcich sa disacharidovych jednotiek
a vSetky glukuronové jednotky nesu v disociovanom stave za fyziologickych podmienok
zaporny naboj. Tento zaporny nadboj sa kompenzuje kationmi, najma Na*a K*. Ked sa
kyselina hyalurénova nachadza vo forme sodnej, ¢i inej soli, nazyva sa hyaluronan [6].
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Obr. 1: Struktira kyseliny hyalurénovej [7]

Vo fyziologickom roztoku je kostra hyaluronanu spevnena kombinaciou chemickej
Struktury disacharidu, vnutornych vodikovych vizieb a interakciami s rozpustadlom. Axialne
vodikové atomy vytvaraju nepolarnu Cast’, zatial' o ekvatorialne bo¢né retazce tvoria viac
polé&rnu, hydrofilnu ¢ast’, ¢im sa modeluje Struktira sto¢enej stuhy nazyvana ako tzv. ,,random
coil®, zobrazena na obr 2. Molekula hyaluronanu je teda amfifilnou molekulou preto, lebo
obsahuje hydrofilna ale aj hydrofobnu ¢ast’ [6, 8].

Retazce hyaluronanu sa astokrat lisia svojou dizkou. V désledku toho maji rozli¢na aj
molekulova  hmotnost, nazéklade ¢oho rozliSujeme medzi nizkomolekularnym
a vysokomolekularnym hyaluronanom. Ako bolo uvedené uz v predoslom odstavci, v jednej
molekule sa méze nachadzat’ az 10 000 disacharidovych podjednotiek a celkovd molekulova
hmotnost’ sa moze vySplhat az na 4 MDa, Da je atbmova hmotnostna jednotka. 1 Da je
1,66 - 10727 kg. Priemerna dizka disacharidovej podjednotky je menej neZ 1nm, aviak
molekula hyaluronanu obsahujica 10 000 opakujacih sa podjednotieck mdze dosiahnut’ az
10 um. Touto vel'kost'ou sa da prirovnat’ k priemeru 'udského erytrocytu [8].
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Obr. 2: Model hyaluronanu vo fyziologickom roztoku [9]



2.2.3 Funkcie

Hydrofilna ¢ast’ molekuly hyaluronanu zohrava hlavnu rolu vo viazani sa na vodu ovela
viac nez ostatné biopolyméry. Je to vd’aka vel’kému mnozstvu -OH skupin nachéadzajucich sa
VvV jeho Strukture. Vo vodnom roztoku sa tvori vodikovy mostik medzi aminoskupinami
a karboxylovymi skupinami amolekulou vody. Tento mostik ma dolezita Glohu
v stabilizovani $truktary hyaluronanu [10].
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Obr. 3: Hyaluronan vo vodnom roztoku tvoriaci vodikové mostiky [11]

Vdaka dobrym fyzikalnym a biochemickym vlastnostiam mé& hyaluronan vyznamnu rolu
vo fyziologickych procesoch. Chrani a zvlh¢uje jemné tkaniva ¢o je dosledkom jeho
viskoelastickych  vlastnosti. Napomaha v procesoch  bunkovej  diferenciacie
¢i proliferacie, v tkanivach zas udrzuje vysoké mnozstvo vody. V bunke transportuje Ziviny
a reguluje distribaciu proteinov [10].

2.2.4 Vyskyt, vlastnosti a vyuZitie

Zasluhou dobrych, viskdznych, elastickych a hygroskopickych vlastnosti hyaluronan
nachadza Siroké uplatnenie v biomedicinskych, biochemickych ¢i bioorganickych aplikaciach.
Medzi jeho hlavné wvyhody patri biodegradabilita a biokompatibilita. Je prirodzene
nachadzajici sa v prirode, vjemnych tkanivach stavovcov, v kiboch, ako komponent
synovialnej tekutiny, v o¢nych sklovcoch ¢&i v pupocnej Snare. VSetky stavovce maja
hyaluronan obsiahnuty ako hlavnu zlozku extracelularnej matrix. Najvacési podiel hyaluronanu
prinalezi pokozke a je obsiahnuty ako v dermis, tak i v epidermis. Tym, ze hyaluronan dokaze
viazat’ vel'’ké mnozstvo vody, zabezpeCuje stalu hydrataciu pokozky, uplatiuje sa v hojeni ran,
ma antizapalové a dezinfekéné Gcinky. Podporuje epitelidlnu regeneraciu, zasluhou ¢oho sa
na pokozke predchadza v tvorbe zrastov a jaziev, zmierfiuje svrbenie ¢i opuch. Vd’aka tomuto
zisteniu naSiel svoje uplatnenie aj v kozmetike, kde sa hyaluronan vyuziva ako primes
v roznych krémoch a v starostlivosti 0 pokozku. Svoje vyuzitie naSiel aj v estetickej
medicine, a ked’Ze sa nachddza aj v o¢nom sklovci, uplatiiuje sa pri operaciach Sedého zakalu.
S rozvojom nanotechnolégii sa dostalo velkej pozornosti prave hyaluronanu ako nosicu
lieCiv, ktory cielene distribuuje lie¢iva do organov, tkaniv ¢i buniek [12, 13, 14].

Pri cielenej distribucii lieciv ide o dej, kedy je lie¢ivo (aktivna latka) zabudované dovnutra
nosi¢a a je dopravené az do postihnutej oblasti. V idedlnom pripade so zdravym tkanivom
neinteraguje. lde teda o EPR efekt (z angl. Enhanced Permeability and Retention), ¢ize
0 zvySenu priepustnost’ a zadrz, pretoze vel'ké molekuly sa do nadorovych tkaniv dostavajl
l'ah$ie, a potom sa tam hromadia (aj o rad od okolného tkaniva). Uvol'nenie lieiva z nosica
je ovplyvitované viacerymi faktormi, napriklad ultrazvukom, zmenou pH, zmenou teploty
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¢i elektromagnetickym polom. Pre cielent distribuciu lieCiv sa vyuzivaju interakcie
s karboxylovymi alebo hydroxylovymi skupinami na retazci hyaluronanu. Dal§i sposob
je zabudovavanie  lie¢iv  domicel, pretoze micely sa  z biokompatibilnych
a biodegradovatel'nych polymérov [15, 16, 17].

2.2.5 Priprava avyroba

Hyaluronan mozno extrahovat' z tkaniv stavovcov alebo z baktérii, ktoré vytvéarajd
ochrannt kapsulu z polysacharidov, pomocou mikrobialnej fermentacie. Obe metody,
extrakcia a fermentacia, produkuju vysokomolekularny hyaluronan, vyuzivany hlavne
v biomedicinskych a kozmetickych aplikaciach. Pre proces ziskavania hyaluronanu pomocou
extrakcie, boli vyuzivané hrebienky sliepok a kohUtov. Zahfiia na seba navézujuce fazy ako
homogenizacia tkaniv, nasledna extrakcia, purifikacia a findlna preparacia HA produktu.
Koneény produkt moéze byt vo forme grantl, prasku alebo roztoku. Posledné dve dekady
20. storo¢ia v produkcii hyaluronanu bakteridlnou fermentaciou viedli k vyvinu vel'mi
rozvinutych a prepacovanych technoldgii. K vyrobe hyaluronanu sa pouZzivaja gram-pozitivne
baktérie, a ako uz bolo spomenuté, syntetizuji polysacharidy z kapsul, ktoré tvoria. Ked’ze je
vicsina takychto mikroorganizmov pre I'udi patogénna, st na ne kladené vysoké poziadavky.
Nemali by vykazovat' patogénnu a hemolyticku aktivitu, mali by byt schopné syntetizovat’
vysokomolekularny hyaluronan v kratkom case, tak isto by mali byt’ pri skladovani stabilné
a mali by vyuzivat’ substrat najviac ako je mozné. Moderné metédy vyuzivaju baktérie z rodu
Streptococcus, ktorych gén je pozmeneny pomocou klonovania hyaluroniddzoveho génu.
Tymto sa patogénna forma transformuje na nepatogénnu baktériu. Celkovy proces
bakterialnej fermentacie pozostava z kultivacie vo vhodnych podmienkach aakumulacii
budiceho produktu v zivnom médiu. Koneény proces upravy produktu pozostava
z odstranenia mikroorganizmov a nizkomolekularnych substancii pomocou ultrafiltracie alebo
precipiticie. Purifikaciou dostdvame produkt vo forme prasku alebo 1 % roztoku [5, 18].

2.3 Tenzidy

Organicku latku, ktora je schopna sa hromadit’ uz pri nizkych koncentraciach na fazovom
rozhrani a tym znizovat' medzifizovii energiu sustavy, nazyvame tenzid. Casto su nazyvané
aj ako povrchovo aktivne latky. Je pre ne typickd ich polarne-nepolarna molekulova
stavba, inak nazyvana aj amfipaticka, ¢o znamend, ze obsahuje hydrofobnu nepolarnu Cast’
avyrazne polarnu, hydrofilnii ¢ast. Nepolarne casti molekuly sa na fazovom rozhrani
orientuju do nepolarnej fazy, zatial’ ¢o polarna ¢ast’ smeruje do polarnej fazy [19].

T

vyrazne nepolarna éast vyrazne polarna cast
molekuly molekuly

Obr. 4: Stavba tenzidu [16]
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2.3.1 Kilasifikacia

Podl'a schopnosti disociovat’ vo vodnom roztoku mézeme povrchovo aktivne latky rozdelit
na ionogeénne (anidnové, kationové, amfoterné) a neibnogenne. Kationove povrchovo aktivne
latky tvoria pri disociacii povrchovo aktivne kationy. Medzi katiénaktivne tenzidy su zahrnuté
predovsetkym kvartérne amoniové soli —invertné mydla. Maji avivazny a mikrobicidny
ucinok, ktory sa vyuziva pri uprave syntetickych textilii po vyprani. Anidnaktivne tenzidy su
najpocetnejSou skupinou tenzidov. Ich najznamejSimi predstavitel'mi su alkalické soli vyssich
mastnych kyselin — prirodzené mydla. Amfoterné tenzidy vo svojej polarnej ¢asti molekuly
obsahuju zéporny aj kladny naboj. Patria sem napriklad fosfatidylcholiny, fosfatidylseriny
¢i sfingomyeliny, ako predstavitelia prirodnych latok. Zo syntetickych tenzidov su tu zahrnuté
derivaty betainu. Neiénogénne tenzidy nie su schopné elektrolytickej disociacie, neobsahuju
teda ndboj a obvykle sa skladaji z dlhého uhl'ovodikového retazca. Radia sa sem estery alebo
¢tery polyetylénglykolu, monoacylglyceroly alebo saponiny, ¢o su prirodzené latky
obsiahnuté v rastlinach [1, 2, 21].

2.3.1.1 Septonex

Septonex alebo karbethopendeciniumbromid je zastupcom kationaktivnych tenzidov, to
znamena, Ze vo vodnom roztoku nesie kladny naboj. Jedna sa o zluc¢eninu tvorent kvartérnou
amoniovou solou, ktord tvori hydrofilni hlavu, bromovym protiionom a dlh§im uhlikatym
retazcom, ktory tvori hydroféobnu cast' tenzidu. Jednd sa o biely prasok, velmi dobre
rozpustny vo vode, ale aj v organickych rozpustadlach. Jeho vodny roztok ma tendenciu silno
penit, avsak intenzita penenia zavisi od samotnej koncentracie Septonexu v roztoku. Je
zndmy svojimi antiseptickymi a dezinfekénymi uc¢inkami a byva obsiahnuty v mnohych
farmaceutickych vyrobkoch ako st napriklad o¢né kvapky na lieCbu zapalov oka ¢i zasypy
na dezinfekciu poraneni a ran [22].

Obr. 1: Struktirny vzorec Septonexu [23]

2.3.2 Micely

Rozpustenim malého mnozstva tenzidu vo vodnom roztoku nastane adsorpcia jeho
molekdl na fazovom rozhrani — povrchu kvapaliny, kedy sa vytvara tzv. monomolekularna
vrstva. Pri vyssich koncentraciach tenzidu dochédza na fazovom rozhrani k nasyteniu (povrch
kvapaliny je Uplne saturovany molekulami tenzidu a zvysuje sa koncentracia volnych molekul
tenzidu vo vnutri fazy). Po prekroCeni tzv. kritickej micelarnej koncentracie dochadza
k asociacii molektl rozpustanej latky do vacsich celkov — micel. Aby dochadzalo k tejto
asociacii, musia mat tenzidy dostato¢ne dlhy uhlovodikovy retazec. Dalsie faktory
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ovplyviiujice CMC st napriklad teplota ¢i tlak, povaha hydrofilnej skupiny alebo pritomnost’
d’alsich latok v roztoku. Jadro micely vo vodnom prostredi je tvorené uhlovodikovymi
ret’azcami, a na vonkajSom povrchu micely st situované hydrofilné skupiny. Tym je zaruceny
minimalny styk hydrofébnej casti molekuly s vodou. Micely sa dokdzu vytvorit' aj
v nevodnom prostredi. Ich jadro je vytvorené polarnymi skupinami, zatial’ ¢o uhl'ovodikové
retazce smeruji do nepoldrneho prostredia. Takymto micelam hovorime reverzné micely.
Velkost' ¢i tvar micel je zavisla na rade faktorov, ako su napriklad teplota, koncentracia ¢i
charakter medzimolekularnych sil. V zriedenych roztokoch bolo pomocou metdd rozptylu
svetla dokazané, ze vznikaju malé, tzv. Hartleyové micely. Maju tvar gulovitého agregatu.
Ich uhl'ovodikové retazce si navzajom popreplietané, a tak vytvaraju jadro micely. Naopak
ich polarne skupiny smerujd von, do polarnej fazy. So zvySujicou sa koncentraciu nastava
zmena v rozmere aj symetrii micel a uhl'ovodikové retazce maju tendenciu orientovat’ sa
navzajom rovnobezne. Postupne sa micely pretvarajii na valcovité ttvary a pri eSte vyssej
koncentracii vznikaja laminarne, tzv. McBainové micely, ktoré st vytvorené z dvoch vrstiev
povrchovo aktivnych latok. Svojimi uhlovodikovymi retazcami st obratené k sebe
a ionogénne skupiny smeruju von. [1, 2, 21, 24].

!
il

Obratena micela Mala Hartleyova micela McBainova micela
(nevodné prostredie) {vodné prostredie) (vodné prostredie)

Obr. 2: Tvary micel vo vodnom a nevodnom prostredi [24]

2.3.2.1 Solubilizacia

Solubilizacia je vyznamnou vlastnostou micelarnych koloidov, ktord ovplyviiuje stavbu
micel. Je to schopnost’ rozpust’at’ latky, ktoré nie st v ¢istom disperznom prostredi rozpustné.
To znamend, ze st niektoré amfipatické ¢i hydrofobne latky lepSie rozpustné v roztoku mydla
ako vo vode. Mechanizmus solubilizicie moZze byt rozny. Pri poladrnych organickych latkach
rozpust'anie funguje tak, Ze sa ich uhl'ovodikové ret'azce nasmeruju dovnitra micely a polarne
skupiny do vodnej fazy. Polarne latky, ktoré majua kratsi ret'azec st adsorbované na povrchu
micely alebo sU v tesnej blizkosti jej povrchu. Nepolarne latky sa naopak rozptstaju v jadre
micely. Laminarne micely rozmiestiiujii organické latky medzi uhl'ovodikovymi koncami
molekdl, a tym sa od seba molekulové ret'azce odd’al’'uju. Rast hmotnosti povrchovo aktivne;
latky je sposobeny jednak zabudovanim solubilizatu do micely, ale aj zva¢Senim objemu
hydrofobneho jadra ¢o vedie k narastu v poctu molekul povrchovo aktivnych latok, ktoré
tvoria micelu. Z praktického hladiska ma solubilizacia velky vyznam. Vyuzite nachadza
pri detergencii, teda prani znecistenych povrchov. V tomto procese sa zo zriedeného vodného
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roztoku povrchovo aktivnej latky najprv adsorbujd na povrch vlakna, olejovité vrstvy ¢i dalSie
necdistoty, ktoré prilichaji k povrchu pevnej latky. Tie sa potom postupne zbal’uju a uvol'fuju.
Po prechode do roztoku pomocou micel dochadza k solubilizacii, nasledne potom
solubilizovana necistota nadobuda hydrofilny charakter, ktory necistote d’alej nedovoluje
priputat’ sa naspit’ k Cist¢ému povrchu. Solubilizdcia nachddza uplatnenie aj pri emulzne]
polymeracii nenasytenych uhlovodikov pri syntéze latexov. Dalej sa solubilizacia uplatiiuje
v kozmetickom ¢i farmaceutickom priemysle, pri vyrobe herbicidov, insekticidov alebo
fungicidov. V potravinarskom priemysle sa uplatiiuje proces obratenej solubilizacie. Ta
nastava vtedy, ked’ madme systém s nepoldrnym prostredim, kde vznikaji hydrofilné¢ jadra
micel a hydrofobny povrch [1, 2, 21].

Disociovana molekula — - .
—_— anionovej PAL Molekula nedisociovanej PAL
=@ Molekula pollf"tre'”em'émei P Molekula polarnej latky
atky
” Molekula nepolarnej -t Molekuly vody
latky

Obr. 3: Rézne mechanizmy solubilizacie (a) zaclenenie do jadra, (b) zaclenenie medzi
Jjednotlivé tenzidy, (c) solubilizacia na povrch, (d) zaclenenie medzi uhlikové konce molekul
v laminarnych miceléach [21]

2.4 Gely

Gély mozme charakterizovat’ ako koloidné disperzie tuhych latok v kvapalinach. Roztoky
makromolekul alebo lyofobne soly maju spolo¢nt schopnost’, ato vytvarat gély, respektive
gélovat’. Zo Strukutirneho hl'adiska ich je mozno definovat’” ako systémy, ktoré su tvorené
trojrozmernou sietou. Tato trojrozmerna siet’ vytvara suvisla Struktaru, ktora prestupuje
celym disperznym prostredim. Siet’ moéze vzniknat' z linearneho polyméru ¢i jeho roztoku,
pokial’ sa medzi makromolekulami vytvori dostato¢ny pocet spojov. Spoje, inak nazyvané aj
uzly siete, moézu vzniknut' chemickou reakciou. Vtedy hovorime o kovalentne sietovanych
géloch. Pokial’ gél vznikne interakciou medzimolekularnych fyzikalnych sil, takytmo gélom
hovorime, ze st fyzikalne sietované gély [1].

2.4.1 Delenie a vznik gélov

Podl'a toho, ¢i gél obsahuje alebo neobsahuje rozpustadlo, sa gély delia na lyogély
a xerogély. Gély, ktoré po vysuseni zmenSuju svoj objem, nazyvame gély reverzibilné. Ich
objem je mensi zhruba o objem odstraneného rozpustadla. Tieto gély potom davaju kompatné
xerogély. Prijimanim disperzného prostredia st schopné sa opét’ vratit' do pévodného stavu.
Tento proces sa nazyva bobtnanie aje charakteristické pre makromolekulérne gély.
Reverzibilné gély mozu tiez vznikat’ gelaciou vysokomolekularnych latok v roztoku, ako bolo
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popisané vysSie. Ireverzibilné gély mavaju vo svojom vysusenom stave takmer rovnaky
objem ako povodny lyogél. Termin lyogél sa pouziva na oznaCenie povodnych gélov
s disperznym prostredim. Ireverzibilné gély su vsak odlisné od povodného lyogélu tym, ze sU
porézne. Ked’ sa dostani do opédtovného styku s disperznym prostredim, uz nie si schopné
vratit sa do povodného stavu, aj ked’ st schopné este sorbovat’ ur¢ité mnozstvo kvapaliny.
Ireverzibilné gély teda vznikaju gelaciou lyofébnych solov [2, 21].

2.4.1.1 Gelécia roztokov vysokomolekularnych latok

Za vhodnych podmienok sa Vv roztoku, medzi molekulami polyméru, mozu tvorit' vizby,
ktoré vedu ku vzniku asociatov. V procese gelé&cie sa postupne vytvara a speviuje priestorova
siet’ spojovanim molekularnych retazcov v suvislu Struktaru. Pdsobenim sil, ¢i uz
chemickych alebo fyzikdlnych, sa formuju uzly alebo sty¢né body. St to miesta styku
retazcov vytvarajuce vizbu. Sietovitu Struktiru utvaraji makromolekuly, ktoré sa spajaju
chemickymi vdzbami. Prikladom moéze byt vulkanizacia prirodného, linearneho kaucuku,
kedy sa molekuly pésobenim siry spoja prieénymi vdzbami. Takato Struktura byva obvykle
vel'mi pevna a jedingym moznym sposobom ziskania roztoku by bolo odburanie chemickych
vazieb. Vysledny produkt by sa vSak zasadne liSil od povodného, pretoze sa neda
predpokladat’, Ze by boli zruSené iba vizby, ktoré vznikli gelaciou. Uzly sa mozu tvorit’ aj
posobenim fyzikalnych sil. Spoje takejto povahy moZno vytvorit asocidciou medzi
jednotlivymi makromolekularnymi retazcami. Pociatkom gelacie tohto typu modze byt
napriklad zniZenie afinity vysokomolekularnej latky k rozpastadlu. Velmi Castym javom
pri gelécii fyzikalnym sietovanim je usporiadavanie sa jednotlivych interagujlcich casti
molekul rovnobezne. Prechod od najjednoduchsich uzlov az po krystality (Struktary, ktorych
sty¢né body su orientované rovnobezne), je spojity. V taktomto géli sa nachadzaju oblasti
s CiastoCne kryStalickou Strukturou, Ciastotne amorfnou. Chovanie sa gelov, ako aj priebeh
gelacie ovplyviiuje napriklad koncentracia, pH ¢i teplota. VSeobecne zvysenie koncentracie
napoméha procesu gelécie, zvySuje sa pocetnost’ zraZzok molekul a teda sa zvySuje aj pocet
vazieb vytvorenych v celom objeme gélu. Vzniku gélu naopak brani zvySenie teploty.
V roztoku dochadza ku zvySeniu tepelného pohybu jednotlivych segmentov coho dosledkom
je zniZenie poctu vézieb medzi makromolekulami. ZniZenie teploty gelaciu podporuje. Gély
termoreverzibilne, su také gély, ktoré po zahriati prejdu na roztok a po naslednom ochladeni
sa menia opét’ na gél. Ako priklad mézu slizit' agarozové gély. Koloidny roztok tuhne v gél
pri teplote, ktorej hovorime teplota tuhnutia. Naopak teplota, pri ktorej gél Uplne prechadza
na sol, sa nazyva teplota stekutenia. Proces gelacie je postupny [21].
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Obr. 4:(a), (b) Gély vytvorené chemickymi vazbami, (c) fyzikalne amorfné uzly, (d)
fyzikdlne krystalické uzly [21]

2.4.1.2 Bobtnanie

Ked” xerogél pohlcuje nizkomolekuarne ropustadlo, apritom zvds€uje svoj
objem, hovorime o bobtnani. Vytvori sa lyogél, v ktorom tato pohltend kvapalina tvori
disperzné prostredie. Bobtnanie mdze nastavat’ samovolne a iba v reverzibilnych géloch. Ked’
sa bobtnanie zastavi v §tadiu lyogélu, teda systém je uz v rovnovvaznom stave a nedochadza
k pohlcovaniu d’al$ej kvapaliny, je tento jav nazyvany ako obmedzené bobtnanie. Vac§inou
tento dej nastava, ked je polymér s rozpustadlom obmedzene miesitelny. V sUstave sa
vytvoria dve fazy, a to faza nasyteného roztoku polyméru v rozptstadle, ¢o moze byt Cisté
rozpustadlo alebo vel'mi zriedené, a nasyteny roztok rozpustadla v polymére, ¢o predstavuje
nabobtnany gel. Existuju systémy, v ktorych sa bobtnanie nezastavuje v stave lyogélu.
Hovorime 0 neobmedzenom bobtnani, kde za pritomnosti dostatocného mnozstva rozptstadla
apo dosiahnuti urcitého nabobtnania dochadza k zaniku uzlov. Jednotlivé makromolekuly
potom prechadzaju do roztoku. Takéto bobtnanie je pozorovatelné pri latkach, ktoré sa
neobmedzenie miesia adal'Simi pridavkami rozptstadla sa roztok dalej len riedi.
O tom, ¢ibude dochadzat k neobmedzenému bobtnaniu, rozhoduje aj afinita polyméru
k rozpustadlu, fyzikalne podmienky, ako je tlak ¢i teplota, ale aj Struktira gélu. Zmenou
fyzikdlnych podmienok mozme docielitt aj premenu z bobtnania neobmedzeného
na bobtnanie obmedzené [1, 21].

2.4.2 Vlastnosti a vyuzitie gélov

Gély, maju vdaka svojej usporiadanej Struktare mechanické vlastnosti, ktoré su
charakteristické pre tuhy stav, aj ked je ich prostredie kvapalné. VSeobecne sa ale gély
chovaju ako viskoelastické latky. Ako prejav elasticity moze sluzit' aj fakt, ze samotny gél
odolava dotykovému napitiu len do urcitej hodnoty, do ktorej sa chova ako elasticky tuhé
teleso. Tato hodnota zavisi na pevnosti a koncentracii uzlov. Znacne elastické st gély, ktoré
obsahuju mensi pocet vidzieb s kovalentnymi spojmi. Z toho vyplyva, ze ¢im je v géle viac
vézieb medzi retazcami polyméru, tym menej sa zmeni tvar molekuly, a teda sa priestorova
siet’ stava rigidnejSou. Urcité fyzikalne sietované gély vykazuju tixotropické vlastnosti. To
znamena, ze ¢im dlhsie sa mechanicky pdsobi na dané teleso, tym klesa jeho viskozita.
U gélov, ¢i uz st reverzibilné alebo ireverzibilné¢ pozorujeme javy, ktoré st samovolné,
pretoze tieto systémy nie st v termodynamickej rovnovahe. Pri tomto deji, nazyvanym aj
starnutie gélu, dochéddza k zvyseniu poctu styénych bodov a zmrst'uje sa sietovita Struktura.
Cast’ pdvodnej kvapaliny je potom vytlaGovana gélom von, a tento jav nazyvame synerzia.
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Tato skutoénost’ je pozorovatel'na hlavne pri Cerstvych géloch [1, 21].  Gély a celkovo
proces gelacie je Casto pouzivany a aplikovany v biologii a lekarstve, pretoze vel'ké mnozstvo
rastlin a zivo¢ichov st tvorené prave gélmi. Gelacia vysokomolekularnych latok predstavuje
dolezity technicky proces. Za zmienku stoji napriklad vyroba a priprava vlaken, spracovanie
kozi ¢i aplikécia lepidiel [21].

2.5 Hydrogély

Hydrogély predstavuju velmi doélezitu skupinu materialov, aj preto, Ze mnoho casti
'udského tela ako su spojivové tkanivo, sklovec alebo rohovka, su tvorené prave hydrogélmi.
Tieto komplexné systémy nachadzaju cely rad aplik&cii v mnohych odvetviach Tudskej
¢innosti, najméa v oblasti starostlivosti o zdravie a kozmetiky. V niektorych pripadoch voda
tvori az 99,9 % celkovej hmotnosti hydrogélu, zatial’ ¢o pevného podielu je tu zastipené len
mizivé mnozstvo cca 0,1 %. Jednd sa teda o disperzné systémy tvorené trojrozmernou
polymérnou sietou, ktora vytvara savisla Struktdru, prestupujocu celym disperznym
prostredim. Spojité teda nie je len disperzné prostredie, ale aj disperzny podiel. Délezitou
charakteristikou hydrogélovych disperznych sustav je to, Ze sa jedna o koloidné disperzie.
Vyraz koloidné znamena, Ze sa velkost disperznych castic pohybuje vrozmedzi 1 az
500 nm, ¢ize disperzné Castice nemozeme pozorovat’ vol'nym okom [25].

2.5.1 Priprava a vyuzitie hydrogélov

Gély vznikaju procesom zvanym gelécia. Ide o proces, ktory bol spomenuty a vysvetleny
v kapitole 2.4.1.1. Proces gelacie je charakterizovany tzv. bodom gelacie. lde o pomerne
kratky casovy usek, pri ktorom je vytvorena nekone€na trojrozmerna siet, ¢o mozno
charakterizovat’ tym, ze novovytvorend trojrozmerna siett mé& rozmery totozné
s makroskopickou gélovou fazou. Procesy, ktorymi je mozné vytvorit gél, respektive
hydrogél bol spomenuty v bode 2.4.1 [21, 25].

Hydrogély, ako uz bolo spomenuté v predoSlych kapitolach, byvaji Casto vyuzivané
v mnohych odvetviach 'udského zivota. Vd’aka ich pozitivnym vlastnostiam st aplikovatel'né
v §irokom spektre avo viacerych oblastiach priemyslu. Casto si vyuzivané hlavne
v kozmetike, biomedicine, zdravotnictve, Vv pol'nohospodarstve napriklad pri hnojeni
¢i v potravinarstve. Podrobnejsie vSak stoji za zmienku, ze hydrogély sa s obl'ubou vyuzivaji
V tkanivovom inZinierstve. Hlavnym dovodom a aj poziadavkom je ich biokompatibilita
a biodegradabilita. Tkanivové inzinierstvo vyuziva hydrogély vo forme scaffoldov. Hlavnym
ucelom vytvorenia scaffoldu je to, Ze sluzia ako tzv. leSenie pre rast a proliferaciu buniek.
Sluzia teda ako vhodny nosny material s optimalnym pH, s vyhovujtacou stavbou ¢i vihkost'ou
pre rast novych buniek. Dalsie prinosné vyuzitie hydrogélov je v cielenej distribucii liegiv.
Principom kontrolovaného uvol'fiovania a jeho hlavnou vyhodou je to, Ze liecivo je schopné
prejst’ z materialu, v ktorom je zaclenené, do konkrétnej oblasti 'udského tela. Toto pozitivum
je Gasto spajané aj s d’alsimi benefitmi, kedy moze byt zarovein predizena doba pdsobenia
lieCiva. Hydrogély teda nie st priamo urcené len na distribuciu lie¢iv ale napomahaju aj
v procese liecby. Uvolnovanie lie¢iva z hydrogelu je zalozené na prestupe ucinnej latky
do miesta zaujmu prostrednictvom difazie alebo degradaciou hydrogélovej Struktary, ¢o vedie
k uvol'neniu aktivnej latky z nosica [26].

2.6 Difuzia a l. Fickov zakon
Difuziu je mozno charakterizovat ako samovolny pohyb castic v priestore, vd’aka
neusporiadanému tepelnému Brownovmu pohybu. Pre tento neusporiadany pohyb je

17



charakteristické, Ze sa castice pohybuju vsmere z prostredia 0 vyssej koncentracii
do prostredia o koncentracii nizSej. Difuzia prebieha v plynoch, v kvapalinach a je ju mozné
pozorovat’ aj v tuhych latkach. Vysledkom difuzie je, pokial’ do systému nezasahuje Ziadny
rusivy vplyv, rovnomerné rozptylenie latky, ktorti rozpistame v rozpustdle. To, ako rychlo
sa Castice rozdistribuuju v systéme zalezi na velkosti Castic, teplote a vlastnostiach prostredia.
Vo vSeobecnosti klesa s rasticim polomerom ¢astic. V disperznych koloidnych systémoch je
tento polomer mensi nez u klasickych analytickych. Rychlost’ difizie je vyjadrovana
pomocou difuzneho toku Ji, ktory je charakterizovany ako mnozstvo difundujicej zlozky
i, ktoré za jednotku ¢asu prejde jednotkovou plochou kolmou na smer diflzie.

dCi

Ji= —D-— 1)

Tento vztah nazyvame 1. Fickov zakon, kde D je difuzny koeficient, ktory zavisi na
vlastnostiach latky a prostredia. Podiel dci/dx je koncentraény gradient (zmena koncentracie
so vzdialenost'ou). Pri stacionarnej difuzii sa v l'ubovol'nom bode nemeni [27].

2.6.1 11. Fickov zakon
Il. Fickov z&kon sa viaze na nestacionarne diftizie, kedy sa koncentra¢ny gradient s casom
meni a difdzny tok sa meni s polohou .

dCi _ dzCi
dr dx?

)

Difuzny koeficient sa vo vSeobecnosti da zmerat dvomi spdsobmi. Prva metdda je
zalozena na rychlosti prechodu difunfujicej latky poréznou membranou, druhd na volnej
difazii. Prva metdda je vhodna na meranie difGzneho koeficientu nizkomolekularnych latok.
Metoda volnej diftizie funguje tak, Ze sa roztok s difundujucou latkou da do styku
s rozpustadlom, aby vytvorili ostré koncentraéné rozhranie. Takato sustava musi byt pocas
urc¢itej doby udrzovana pri konstantnej teplote, uchrdnena od otrasov a konvekcie. Zisti sa
nové rozdelenie koncentracii a vypocita sa difizny koeficient, pouzitim Specifickych
tabuliek [2, 27].
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Obr. 5: Priebeh difuzie [28]

Pri vypoctoch difuznych koeficientov v géloch (Dg) z koncentracie rozpustenej latky
meniacej sa v Case a jej toku v zavislosti na ¢ase, bola pouzita nasledujuca rovnica:

2¢&c Dyt

" 1ve/DDy ®)

V rovnici predstavuje m tok difundujdcej latky udavanej v mol/m?, ¢ je pomer koncentracie
sondy v géli avroztoku poustaveni rovnovahy, teda ukoncenie difuzie. Pociato¢na
koncentracia rozpustenej latky je vyjadrend hodnotou co a D je difuzny koeficient rozpustenej
latky (sondy) v roztoku [29].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Vdaka pokroku a inovaciam v oblasti mediciny mnoho vedeckych timov po celom svete
zaCalo skimat’ a vytvarat’ mozné cesty pripravy nosicov lie¢iv a lie¢ivych latok, ktoré by sa
dali pouzit’ bud’ v cielenej distribucii pri nadorovych ochoreniach alebo vytvorenie takych
systémov, ktoré by zlepSovali ucinky inych lieCiv a pomocnych latok. Ked’Zze hovorime
o aplikdciach v medicine, samotny vyber takéhoto nosica alebo pridavnej latky musi
podliehat” prisnym kritériam. Latka by teda mala byt biokompatibilna, biodegradovatel'na
aj bioaktivna, jej Gi¢inok by v tele nemal vyvolavat’ toxické u¢inky. Dalej by tato latka mala
viazat’ lie¢ivo v ¢o najefektivnejSej forme a zaroven ho uvolnit v mieste, kde je potrebné.
Existuje celd rada nosicov, ktoré boli vyvinuté na baze lipozomov ¢i polymérnych
micelach [30].

3.1 Hyaluronan v cielenej distribucii

Vo vicsine pripadov sa vedecké timy a autori zhoduju na tom, ze prave hyaluronan je
svojimi vlastnostami vel'mi vhodnym zastupcom na pozicii potencidlneho nosic¢a lieCiv.
Hyaluronan je telu vlastna latka, polysacharid, obsiahnuty vo vicsine tkaniv P'udského tela,
atak spina poziadavku biokompatibility ¢i biodegradability. Délezitym poznatkom je fakt,
ze hyaluronan interaguje s receptorom CD44 (receptor nachadzajici sa na povrchu vacSiny
buniek cicavcov), ako signalna molekula pri nddorovych ochoreniach. Podla viacerych $tadii
bolo dokazané, Ze sa hyaluronan akumuluje v mnohych typoch nadorovych buniek, a prave to
sa vyuziva v cielenej distribucii [31].

Pre medicinske aplikacie je nativny hyaluronan nepouzitel'ny, vyuziva sa jeho modifikacii.
Vyuzivaju sa metody siet'ovania, interakcie s inymi latkami alebo vytvorenie jeho derivatov
pomocou hydrofobnych funkénych skupin. Modifikovany hyaluronan na primarnej
hydroxylovej skupine bol pouzity v praci K. Irisa a spol. Studia bola zamerana na regeneraciu
chrupaviek a skupiny pouzité na zaclefiovanie boli akrylat a metakrylat, ktoré umoziuji prave
zosietovanie a vytvorenie hydrogélu. Celkové vysledky atesty ukazovali na slubna
buducnost’ pripraveného hydrogélu vo vyuzivani v lekarskom prostredi [32].

Orok na to, vroku 2012, bola skimana interakcia polyetylénglykolu (PEG)
s diakrylat/tiolovanym hyaluronanom timom R. Censiho. Modifikacia bola vykonana opéat’
metodou siet'ovania pomocou fotopolymeracie. Sledovalo sa uvol'novanie proteinov z takto
upraveného hyaluronanu. Potvrdilo sa ofakavanie, ze sa kladne nabité proteiny uvolnovali
rychlejie nez zaporné. Je to vd’aka zdpornym nabojom v Struktire hyaluronanu. Biologické
tkaniva obsahuji enzym hyaluronidazu, ktora taktieZz ovplyviiuje rychlost’ uvolfiovania [33].

V ten isty rok skupina Y. Taao a spol. rozbehli pokus, kde sa do modifikovaného
hyaluronanu snazili zapuzdrit pomocou miceldrnych utvarov, cytostatikum Paclitaxel
(PTX). Vyuzitim fluorescencnej korelacnej spektroskopie (FCS) sa prislo na to, ze tento nosic
je vychytavany mozgovymi tumormi a taktiez je pouzivany v medicine [34].

Ako bolo spomenuté, uvoliiovanie aktivnych latok z hyaluronovych nosi¢ov ovplyviuje
enzym hyaluronidaza. Z toho vyplyva problém spojeny s distribdciou, a to, ze sa aktivna latka
moze neimysel'ne uvolnit’ do krvného riecista. Touto problematikou sa zaoberali vyskumnici
H. Yoona aspol. vroku 2013. Pod ich vedenim boli vyvinuté nanocastice pripravené
fotozosietovanim akrylatovych skupin a kyseliny hyalurénovej. Stabilita tohto systému bola
vicSia a uvolniovanie PTX bolo v mieste u¢inku postupnejSie. Takto pripraveny produkt
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ajeho namerané data poukazali na nadejné vyuzivanie v aplikacnych odvetviach
mediciny [35].

3.2 Interakcie hyaluronan-tenzid

Hydrogély zalozené na biopolyméroch resp. polysacharidoch pritahuji Coraz vACSi
zaujem, hlavne v oblasti tkanivového inZinerstva alebo uz vysSie spomenutej cielenej
distribucie. Hyaluronan, je sam osebe wvysoko hydrofilny biopolymér s mohutnym
hydratacnym obalom a preto v takomto stave nie je vhodny na distriblciu nepolarnych latok.
Mnoho liec¢iv, ktoré sa zdaju byt znacne ucinné vSak maji hydrofobny charakter a preto sa
vyvinuli metddy hydrofobizacie hyaluronanu za Géelom vytvorenia Struktar, ktoré by boli
schopné solubilizovat’ nepolarne molekuly. Chemickd Uprava so sebou nesie aj riziko
narusenia biologickej aktivity hyaluronanu, apreto je dolezité aby interakcie medzi
hyaluronanom a jeho hydrofobizujucim partnerom boli poriadne preskimané. Interakcia
tenzidov s hyaluronanom sa zd4 byt’ cestou, ktora by spinala podmienku vytvarania systémov,
kde by hyaluronan posyktoval svoje biokompatibilné G¢inky a micely by sluzili ako
solubiliza¢né oblasti pre nepolérne latky [36].

Posledné roky su tieto interakcie s obl'ubou Studované a najznamejSia praca timu
K. Thalberga skimala interakcie medzi hyaluronanom sodnym a kationovymi tenzidmi,
ktorych diZka retazcov sa lisila. Tenzidy, ktorych dizka retazcov obsahovala viac ako
10 uhlikov sa naviazala na hyaluronan eSte pod kritickou micelarnou koncentraciou.
Po pridavani d’alSicho mnozstva tenzidu sa systém stabilizoval a zacali sa tvorit volné
micely. Tenzidy s krat§im uhlikovym retazcom tvorili z energetického hl'adiska vol'né micely
a pomocou merani zistili aj to, ze vol'né micely tenzidu su vicsie nieZ micely s naviazanym
hyaluronanom. Takisto bolo zistené, ze koncentracia tenzidu ovplyviiuje vzhl'ad pociatocnej
zrazeniny. Vysoké koncentracie mali za nasledok vytvaranie zrazeniny mlie¢nej farby,
naopak pri nizkych koncentraciach sa tvorili takmer priehl'adné zrazeniny. Dal§im zistenim
bol aj fakt, Zze lepsi priebeh fazovej separacie bol pozorovany pri nizkomolekularnom
hyaluronane. Interakcie boli skimané pomocou metéd NMR, vodivosti, polarimetrie
a solubilizacie farbiv [37].

Interakciou polymér tenzid sa zaoberali aj vyskumnici timu Sauerovej P. aspol., kde
pozorovali kladne nabity tenzid azaporne nabity polymér. Ako tenzidy boli pouzité
karbetoxypendecinium bromid (Septonex) a cetyltrimetylaménium bromid (CTAB). Takto
pripravené systémy boli prestudované z hl'adiska cytotoxicity povrchovo aktivych latok, ktoré
by mohli mat’ r6zne neziadice ucinky pre rézne typy buniek. Cytotoxicitu sledovali pocas
24 hodin pomocou svetelného mikroskopu [38].

Interakcie s anionovymi a neiénovymi tenzidmi a polymérov $tudovali aj vedci z timu
D. Yina a spol., kedy skimali aj pridavky d’alsich sacharidov [39].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Materialy
Hyaluronan
LMW Hya (hyaluronan o molekulovej hmotnosti 250-450 kDa),
Mw = 340 kDa, CPN spol. s.r.o., Sarza 230215-E1
HMW Hya (hyaluronan o molekulovej hmotnosti 1 400-1 600 kDa),
Mw= 1 540 kDa, CPN spol. s.r.0., Sarza 181214-4-D1
Septonex
Mw = 422,48 g.mol, sarza 511SEP003
Nilska Cerveri
CAS: 7385-67-3, Sigma Aldrich s.r.0., Cistota > 98,0 %, Amax = 553 nm
Chlorid sodny
NaCl, CAS: 7647-14-5; Penta s.r.o., ¢islo Sarze: 1903200314, ¢istota > 99,9 %
Deionizovanéa voda
H20, Purelab: ELGA

4.2 PouZité programy a pristroje

Pripravované hydrogély aich supernatanty boli premeriavané na dvojla¢ovom
spektrofotometri Hitachi U-3900. Merala sa absorbancia supernatantov pripravenych
znacenych hydrogélov nilskou ¢ervenou pri absorpénom maxime sondy 553 nm. Boli pouzité
kremenné kyvety s optickou dizkou 1 cm. Z hydrogélov boli vytvorené kalibratné sady,
z ktorych nasledne boli vytvorené kalibraéné priamky. Pomocou kalibraénych priamok
a Lambert-Beerovho zdkona boli prepocitané koncentracie sond v jednotlivych
roztokoch.Na vyhodnocovanie bol pouzity program Microsoft Excel.

4.3 Priprava zasobnych roztokov a vzoriek hydrogélov

Vsetky zasobné roztoky hyaluronanu a Septonexu boli pripravované vo fyziologickom
roztoku NaCl o koncentréacii 0,15 M. Z&sobny roztok hyaluronanu bol pripravovany
tzv. mokrou cestou.

4.3.1 Priprava zasobného roztoku NacCl

Na 1 000 ml deionizovanej vody bola pouzita navazka NaCl o hmotnosti 8,766 g, ktora
bola nésledne v tejto vode rozpustena. Roztok sa d’alej uchovaval na d’alsie pouzitie pri
laboratornej teplote.

4.3.2 Priprava zasobného roztoku hyaluronanu

Na pripravu zadsobného roztoku hyaluronanu bolo navazené potrebné mnozstvo
polyméru, (vysledna koncentracia zasobného roztoku 2 hm.%) a nasledne rozpustené
v 0,15 M NaCl Pripravovany roztok bol umiestneny na magneticki mieSacku po dobu
minimélne 24 hodin. Dalej boli roztoky uchovavané pre dalfie pouzitie v chladni¢ke
pri teplote 4 °C.

4.3.3 Priprava zasobného roztoku tenzidu

Na pripravu zadsobného roztoku tenzidu Septonexu bolo navazené potrebné mnozstvo
tenzidu, (vyslednd koncentracia zasobného roztoku 200 mM, 100 mM a 50 mM) a nasledne
rozpustené v 0,15 M NaCl. Potom bol roztok umiestneny na magnetickej mieSa¢ke po dobu

22



minimalne 24 hodin. Pripravené zasobné roztoky Septonexu boli uchovavané na dalsie
pouzitie pri laboratornej teplote.

4.3.4 Priprava kalibra¢nych roztokov nilskej ¢ervene

Zasobny roztok NR bol pripraveny navazenim potrebného mnozstva NR v suchej
praskovej forme a rozpusteny v potrebnom mnozstve acetonu. Pre potreby tejto prace bol
pouzivany zasobny roztok NR o koncentracii 5.10* M. Tym, ze NR je rozpustna v acetone,
tak sa pre vytvorenie kalibra¢nej rady najprv napipetoval pozadovany objem NR do vialiek
a takto naplnené vialky sa nechali odparovat’ v digestoriu, az pokym sa nevytvoril farebny
film NR na dne vialiek. To signalizovalo odparenie acetonu. Potom sa takto odparend NR
zaliala 10 ml tenzidu a pripravené roztoky boli ponechané cez noc do dalsieho dna
na trepacke, aby doslo k Uplnej homogenizacii zmesi. Takto bolo pripravenych 10 r6znych
roztokov NR v Septonexe o koncentraciach 2; 3,5; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10 a 15 uM.

4.3.5 Priprava hydrogélov

Vsetky hydrogély boli pripravované ,,mokrou‘ cestou. Po Uplnom a kvalitnom rozpusteni
azmieSani  zasobnych  roztokov  hyaluronanu a Septonexu boli do  predom
pripravenych, ¢istych asuchych vialek napipetované 3 ml hyaluronanu a3 ml tenzidu
s nilskou Cervenou. Zlozenie jednotlivych hydrogélov je uvedené v tabulke 1. Zmes tenzidu
apolyméru bola nasledne pomocou vortexu dékladne zhomogenizovand a gély boli
ponechané cez noc do d’alsicho dna na trepacke. Celkovo boli pripravené 3 sady z kazdého
druhu hydrogélu obsahujdce 10 vzoriek o 10 réznych koncentraciach. Spolu bolo teda
pripravenych 30 vzoriek z kazdého druhu hydrogélu. Gély H1 a H2 boli pripravované
z vysokomolekularneho hyaluronanu (HMW Hya), naopak na gély H4 a H5 bol pouzity
nizkomolekularny hyaluronan (LMW Hya).

Tabulka 1. ZloZenie hydrogélov a ich znacenie

ZloZenie hydrogélov HYALURONAN - SEPTONEX

Koncentracia zasobného roztoku Koncentracia vo vzorku/znacenie
HMW Hya Septonex HMW Hya Septonex Znacenie
2 % hya 200 mM 1% hya 100 mM H1

100 mM 50 mM H2

50 mM 25 mM H3
LMW Hya Septonex LMW Hya Septonex Znacenie
2 % hya 200 mM 1% hya 100 mM H4

100 mM 50 mM H5

50 mM 25 mM H6
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Obr. 6: Pripravené 3 sady hydrogélu H1

L |

Obr. 7: Pripravend kalibracnad sada hydrogélu H2 obsahujiica 10 réznych koncentrdacii NR
v tenzide.

Tabulka 2 Koncentrécia NR v jednotlivych vzorkach platna pre vietky druhy gélov

Cislo Koncentracia NR
vialky vo vzorku (uM)

2

3,5

4

5

gl | |wWw|N (k-

6
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6 7
7 8
8 9
9 10
10 15

4.4 Metddy merania a experimentov

4.4.1 Uvoliovanie sondy z gélov H1, H2, H4 a H5

Na vyrobu gélov H1 a H2 bol pouzity HMW Hya s nilskou Cerveriou. Tieto vzorky boli
vzdy ponechané cez noc na trepacke a nasledujici deni bola zmerané absorbancia pévodnych
supernatantov z kazdej sady. Po zmerani absorbancie bol vzdy v prvej sade ponechany
povodny supernatant (10 koncentracii NR), v druhej sade po premerani absorbancii bol
pdvodny supernatant vymeneny za 5 ml 0,15 M NaCl. V tretej sade bol pdvodny supernatant
vymeneny za5ml tenzidu. Pre gély H1 sa vtretej sade vymenil pbvodny supernatant
za 200 MM Septonex, pre gély H2 100 mM Septonex. Celkovo teda bolo vytvorenych
30 vzoriek H1 obsahujucich v prvej sade 10 vzoriek s pdvodnym supernatantom, v druhej
sade 10 vzoriek s NaCl av tretej sade takisto 10 vzoriek so Septonexom o koncentracii
200 mM. Obdobne boli pripravené vzorky pri géloch H2 srozdielom v tretej
sade, kde koncentracia Septonexu bola 100 mM. Rovnako boli vytvorené aj sady gélov H4
a H5, ktoré boli v8ak pripravené z LMW Hya. Nésledne boli zmerané absorbancie gélov
v urcitych cCasovych tusekoch. Prvy denn boli zmerané absorbancie pdvodnych gélov
S nezamenenymi supernatantmi, potom boli zmerané absorbancie gélov po vymene
supernatantov po 3 dnoch a po tyzdni.

Tiez boli pripravené aj gély H3 a H6, no ddsledkom zakalenych supernatantov po vyrobe
gélov vsak nebolo mozné zmerat’ ich absorbancie. Preto sa tieto gély uz d’alej nepouZivali
a nemerali. NavySe sa supernatanty nechovali ako kvapaliny (neliali sa), ale mali viskoznejSiu
povahu. Pri merani to spolu so zakalenim spbsobovalo aj rozptyl svetla, nie len jeho
absorbanciu.

Obr. 8: Pripravena sada gélov H6 s viditelnym zakalenim
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Obr. 11: Pripravena vzorka gelu H3, s viskdznym supernatantom

4.4.2 Uvol'iiovanie sondy z plo§ného zdroja
Niekol’ko experimentov bolo sledovanych s uvolfiovanim sondy NR z plosného zdroja. Do
zrezranych kyviet boli prevedené gély H1 a H2 tak, aby v kyvete vytvorili ¢o najmenej
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bublin, nasledne potom boli este kyvety s gélmi centrifugované, aby sa odstrénili pripadné
bublinky v géle a doslo k zhomogenizovaniu gélu v kyvete. Nasledne bol pripraveny filtra¢ny
papier, ktory mal rozmery kyvety, ponoreny do roztoku NR, po vybrati sa papierik nechal
vol'ne odparit’ od acetdnu a nasledne bol poloZzeny na gél v kyvete. Kyveta bola potom
obalend parafilmom a oto¢ila sa hore dnom, aby gél stiekol na papierik a doslo k ich kontaktu.

Na uvolfiovanie z plo§ného zdroja bola pouzitd aj mikrotitraénd dosti¢ka, vyrobend
za pomoci kolegov z organickej elektroniky. Bola postavena tak, aby sa na jej bo¢nu stenu
mohla naniest’ kvapka NR v acetdne, nasledne sa kvapka nechala vol'ne odparit’ a do Zliabku
sa naniesol hyaluronovy gél.

Oba experimenty bolo mozné analyzovat’ vizualne, a to tak, ze bolo v oboch pripadoch
viditeI'né farbené rozhranie a postupnost’ ako sa sonda z papieriku/steny zliabku dosticky
uvol'fiovala do gélu. Oba pripady experimentu vSak boli nekvantifikovatel'né.

Obr. 12: Experiment s plosnym uvoliiovanim z mikrotitracnej dosticky
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasledujucich kapitolach bude diskutované chovanie sa NR ako sondy a sledovanie jej
pohybu v sustave hydrogél — supernatant. Pre pozorovanie transportnych vlastnosti boli
pouzité hyaluronové hydrogély pripraven¢ z LMW a HMW Hya, zosietované pomocou
Septonexu s NR, ktory bol pouzity vroéznych koncentraciach uvedenych v Tabulka 1.
Spektrofotometricky boli zmerané zmeny absorbancii NR v jednotlivych supernatantoch,
nasledne vytvorené¢ kalibraéné priamky, pomocou ktorych boli prepocitané presné
koncentracie NR v roztokoch.

5.1 HMW Hyaluronan s 200 mM Septonexom

ZmieSanim 200 mM Septonexu s NR o réznych koncentraciach a 2 % hm. HMW Hya bol
vytvoreny znaCeny hydrogél H1. Na druhy den, 24 hodin po vyrobe gélov bol zmerany
povodny supernatant (jeho absorbancia) vo vsetkych 3 sadach gélov. Pomocou nej bola
vypocitand povodna koncentracia NR, ktora sluzila pre d’alSie porovnanie koncentracnych
zmien v géloch v nasledujucich ditoch merania.

Tabulka 3: Oznacenie jednotlivych gélov HI, pdvodné koncentracia NR v roztoku
Septonexu a koncentrcia NR v supernatante po gel&cii

L. Pozadovana i L. Koncentracia NR

Oznacenie L . Presna koncentréacia L

4lu koncentracia NR NR [pmol/dm?] V supernatante po gelacii

g [umol/dm?] " [mol/dm?]

1 2 0,732 0,430

2 3,5 1,193 1,075

3 4 1,465 0,789

4 5 3,255 0,824

5 6 5,587 1,004

6 7 4,475 1,075

7 8 5,126 1,183

8 9 7,730 1,147

9 10 7,215 1,900

10 15 12,503 2,581
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Obr. 13: Porovanie pévodnej koncentracie NR v Septonexe a koncentracie NR
v supernatantoch po gelacii

Z dat nameranych po 24 hodinach vyplyva, Ze s rasticou koncentraciou NR v Septonexe
rastie aj mnozstvo NR, ktoré gél dokaze naviazat’ do svojej Struktury.

5.1.1 H1s pbvodnym supernatantom

V tejto sade gélov bol ponechany pdvodny supernatant po celd dobu merania. Zasobny
roztok hya mal pociato¢nu koncentraciu 2 % hm., bol zmieSany s 200 mM Septonexom s NR
010 roznych  koncentrciach.  PozmieSani bola  koncentracia hya v géli
1 % hm. a koncentracia Septonexu bola taktiez polovi¢na. Po vytvoreni gélov bolo viditeI'né
zafarbenie gélu do ruzova abezfarebnost supernatantu. Meranie prebiehalo
na spektrofotometri Hitachi U-3900 v ¢asovych intervaloch 24 hodin, 3 dni a 7 dni.
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Obr. 14: Zmeny koncentracii NR v pévodnom supernatante pri géloch H1 sledované
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Obr.15: Zavislost koncentrdcie NR v supernatantoch vo vybranych vzorkach v case

Na Obr. 14 aObr. 15 moézeme vidiet zavislosti koncetracie NR v supernatantoch
v jednotlivych vzorkach v ¢ase. V oboch grafoch mézeme vidiet, ze po 24 hodinach je
koncentracia sondy v supernatante najvyssia (takmer vo vSetkych vzorkoch, neplati to len pre
vzorku s najnizSou koncetraciou NR, ktora vd’aka tak nizkej koncetracii NR moze byt
zatazena prili§ vel'kou chybou, ktora mohla nastat’ napr. pri pipetovani tak malého mnozstva
sondy) a postupne s pribtidajucim ¢asom, v ktorom boli vzorky sledované, dochadza postupne
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k ubytku koncentracie NR v supernatante, ¢o pravdepodobne znaéi, ze neustile dochadza
k vyrovnavaniu koncentracii NR medzi supernatatom a gélom. Az po 3 diioch m6zeme vidiet,
Ze transport molekil sondy medzi supernatantom a gélom sa ustélil, lebo rozdiel
v koncetraciach NR v supernatantoch po 3 a po 7 ditoch uz nie je takmer Ziaden.
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Obr. 16: Vybrané gely a mnozstvo naviazanej NR v géli H1 v zavislosti na case

Na Obr. 16 mdézeme vidiet' zavislost mnoZstva naviazanej sondy NR do Struktury gélu
Vv Case. Tento graf potvrdzuje, ako uz aj bolo spominané, ze so zvySujucou sa koncetraciou
sondy v roztoku tenzidu, sa zvySuje aj mnozstvo sondy, ktoré je schopné sa naviazat
do struktary gélu. To moze byt sposobené pravdepodobne tym, Ze pri pouziti nizkej
koncentracie NR zostava v géle eSte mnoho vol'nych miest, na ktoré by sa potencialne mohli
naviazat' d’alSie molekuly sondy apri pouziti vyssej koncentracie sondy su tieto miesta
postupne obsadzované.

5.1.2 H1svymenenym supernatantom za NaCl

Aby bolo pozorovate'né chovanie sa NR ako sondy, v druhej sade gélov H1 bol pévodny
supernatant (po zmerani absorbancii v jednotlivych vzorkach po prvom dni) opatrne odliaty
avymeneny za 5ml 0,15M NaCl. Dalsie meranie po 3 a7 dioch od vyroby gélu bolo
vykonané uz so zamenenym supernatantom.
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Obr.17: Zmeny koncentréacii NR vo vymenenych supernatantoch za 0,15 M NaCl pri géloch
H1 sledované po dobu 7 dni

ZObr. 17 je patrné, ze pred vymenou povodného supernatantu je koncentracia NR
Vv supernatantoch vyssSia, ako po vymene za 0,15 M NaCl, ¢o je logické, kedze Cast NR
zostala v pévodonom supernatante, ktory bol zo vzoriek odliaty pre¢ a vymeneny za roztok
NaCl. Nasledujuci tyzdenn bol sledovany prestup sondy z gélu do nového ,,supernatantu®,
ktorym bol roztok NaCl. Z grafu mézeme vidiet, ze po tyzdni je mnozstvo sondy, ktoré sa
Z gélu uvolnilo vysSie nez po 3 dioch, z ¢oho teda mdézeme usudzovat’, ze ani po tyzdni
nedoslo k vyrovnaniu koncentracii volnych molekal NR medzi gélom a supernatatom.
Diftizia ale stdle pokraCovala, avSak bola spomalend, o bolo spdsobené tym, ze sa
koncentracia sondy v oboch prostrediach vyrovnavala.
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Obr. 18: Naviazané mnozstvo NR vo vybranych géloch v zavislosti na case

Z obr. 18 vyplyva, ze ¢im bola vysSia povodna koncentracia NR, tym viac sa jej dokéazalo
naviazat’ do gélu. Z nameranych a vypocitanych vysledkov uvedenych v tomto grafe je vidiet,
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ze koncentracie sondy v géloch po 3 diioch st vyssie nez po jednom tyzdni. Toto je sposobené
postupnym uvolnovanim sondy z gélu do nového supernatantu z dévodu vyrovnavania
koncentracii sondy medzi obomi prostrediami. Aj ked’ sa jedna iba o malé koncentrécie. Tieto
vysledky koreluji/koreSponduju aj s vysledkami uvedenymi v predoSlom grafe.
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Obr. 19: Tok sondy NR vo vybranych supernatantoch v zavislosti na case

Obr. 19 naznacuje tok sondy. Po vymene supernatantu bolo uvolfiovanie sa sondy
pomalSie. Je to z toho dovodu, Ze roztok NaCl neobsahuje Ziadne micely, do ktorych by sa
mohla NR z gélu uvol'tiovat. Uvolnovanie v8ak po trefom dni napriek tomu pokracovalo,
pretoze NR je sonda, ktora je do urcitej miery rozpustna aj vo vodnom prostredi, preto bolo
este uréité mnozstvo sondy z gélu uvol'nené do roztoku.

5.1.3 H1 s vymenenym supernatantom za Septonex
V tretej sade bol za pévodny supernatant vymeneny 200 mM Septonex. Absorbancia bola
d’alej v tretom dni a po tyZdni zmerana uz s tymto zamenenym supernatantom.
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Obr. 20: Zmeny koncentracii NR vo vymenenych supernatantoch za Septonex pri géloch
H1 sledované po dobu 7 dni
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Vo vSeobecnosti sa did povedat, ze sa uvolnovanie Ssvymenenym supernatantom
za Septonex, v porovnani s vymenenym NaCl zvysilo. Je to viditeI'né hlavne po siedmom dni
od pripravy gélu. Prvé dva vzorky by mali obsahovat’ najmensiu po¢iatoéni koncentraciu NR
(aviak vypocitané presné hodnoty v zelenom stipci najma gélu ¢. 1 tomu neodpovedajl),
preto je pravdepodobné, Ze namerané hodnoty st zat'azené velkou chybou. Pre takéto nizsie
pociato¢né koncentracie by na meranie bolo vhodné pouzite iného pristroja, napriklad
fluroescencnej korelacnej spektroskopie (FCS). Z grafu na Obr. 20 je dalej vidiet, ze
u ostatnych vzoriek v priebehu ¢asu dochadzalo k postupnému uvolnovaniu sondy z gélu
do supernatantu aani po tyzdni eSte neboli koncentracie sond v oboch prostrediach
vyrovnané. Mozeme vsak vidiet', Ze po tyzdni sa uz do nového supernatantu uvolnila viac ako
polovica mnozstva sondy v porovnani s poévodnym supernatantom (Vv prevaznej vécSine
vzorkov).
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Obr. 21: Vybrané gély H1 so zamenenym supernatantom (Septonex) a zavislost
koncentracie NR v supernatante v case
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Obr. 22:Vybrané gély H1 so zamenenym supernatantom za Septonex, naviazané mnozstvo
NR v géli v zavislosti na case
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Po vymenene supernatantu za Septonex sa zvySila aj rychlost difuzie, zvySenie
koncentracie NR v supernatantoch. Pri vyrobe gélu sa Cast’ micel zo Septonexu ,,vyuzije®
na jeho vytvorenie. To odpoveda aj znizeniu koncentracie pripraveného Septonexu z 200 mM
na 100 mM (koncentracia v géli). Po vymeneni supernatantu je gél ,,obohateny* novymi
micelami z pridaného 200 mM Septonexu, ¢o vplyva aj na rychlost’ difizie a uvol'iovania sa
sondy z gelu do supernatantu, pretoze v novom ,,supernatante” sa znova naskytuju volné
véazbové miesta v micelach pre molekuly sondy, a tym padom opéat” dochadza k vyrovnavaniu
koncetracii medzi tymito prostrediami. Tato skutocnost’ potvrdzuju aj grafy na Obr. 21
a Obr. 22, kedy rychlost’ difizie po vymene pdvodného supernatantu za Septonex vzrastie
a zvysi sa koncetracia sondy v supernatante (vid' vysledky po 3 dinioch). Po tyZdni sa vSak
rychlost’ diftizie spomal’uje a vo vzorkach sa znizuje mnozstvo vymenenych molekal sondy
medzi gélmi a supernatantmi.

5.2 HMW Hyaluronan so 100 mM Septonexom

Obdobne ako pripriprave gélov H1 boli pripravené aj gély zmieSanim hyaluronanu
0 koncentracii 2 % hm. so 100 mM Septonexom s NR o0 10 réznych koncentraciach. Vytvorili
sa znaCené gély H2, ktorych absorbancie supernatantov boli zmerané po 24, 72 a 168
hodinach od pripravy gélu. V druhej a tretej sade gélov bol po zmerani absorbancie po 24
hodinach od pripravy gélu vymeneny supernatant, v druhej sade za 0,15 M NaCl, v tretej sade
za 100 mM Septonex. Sledovali sa G¢inky vymeny supernatantov na uvolniovanie NR z gélu
do superntantu a naopak.

Tabulka 4: Oznacenie jednotlivych vybranych gélov H2, pévodné koncentracia NR
v roztoku Septonexu a koncentracia NR v supernatante po gelacii

.. Pozadovana , L. Koncentracia NR

Oznadenie L Presna koncentracia .

&lu koncentracia NR NR [pmol/dm?] V supernatante po gel&cii

g [umol/dm?] " [mol/dm?]

S 6 5,506 0,125

6 7 6,401 0,405

7 8 8,299 0,156

9 10 7,784 1,153

10 15 12,368 0,530
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Obr. 23: Porovanie pévodnej koncentracie NR v Septonexe a koncentracie NR
v supernatantoch po gelacii v géloch H2

Pri merani gélov €. 1, 2, 3, 4 a8 anaslednom vyhodnocovani boli vysledky zat'azené
velkou chybou, nie su reprodukovatlné a preto ani nie su pouzité a zahrnuté v tabulke
C.4.aobr. 23. Z ostatnych dat je viditelné, ze povodna koncentracia sondy sa po gelécii
Vv supernatante vyrazne znizila. Takmer celd sonda bola zakoncentrovana do micel, ktoré sa
spotrebovali na tvorbu gélu.

5.2.1 H2s pbvodnym supernatantom

V prvej sade gélov H2 bol ponechany pévodny supernatant pocas celej doby merania. Boli
zmerané absorbancie jednotlivych vzoriek so zvySujucou sa koncentraciou NR v Septonexe.
Meranie prebehlo po 24 hodinach od vyroby gélu, d’alSie po troch diioch a posledné po tyzdni
od vytvorenia gélu.
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Obr. 24: Vybrané zmeny koncentracii NR v pévodnych supernatantoch pri géloch H2
sledované po dobu 7 dni
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Po 24 hodinach je z obrazku ¢. 24 viditeI'né, ze obsah NR v supernatantoch je v porovnani
oproti tretiemu a siedmemu diu podstatne nizsi. Tento vysledok sa da vysvetlit' tym, ze 24
hodin od pripravy gélov esSte neboli koncentracie sondy v oboch prostrediach ustalené a aj
nad’alej dochadzalo k difuzii. Z grafu je vidiet, ze vo vac¢Sine vzorkov je po 3 diioch namerana
najvyssSia koncentracia sondy, ktord sa po tyzdni opat’ znizuje. Toto sa da vysvetlit' tak, ze
po 3 dnoch nasledne dochadza k opdtovnému prestupu sondy zo supernatantu do gélu a jej
zakoncentrovavanie sa Vv Struktire gélu. Rovnovdha vtomto systéme vsak eSte nebola
ustélena, pre dosiahnutie reprodukovatel'nejsich vysledkov, by bolo potrebné zmerat’ vzorky
eSte v d’al$ich casovych intervaloch.
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Obr. 25: Tok sondy NR vo vybranych supernatantoch v zavislosti na case
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Obr. 26: Vybrané gély H2 s pévodnym supernatantom, naviazané mnozstvo NR v zavislosti
na case.
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Obrazky

¢. 25 a26 znazornju tok sondy v pdvodnych supernatantoch a naviazanie sa

sondy NR do gélu. Spravanie sa sondy v supernatantoch a géloch v tomto ¢asovom intervale
je kolisavé. Pre reprodukovatel'nejSie vysledky by bolo potrebné zmerat’ pripravené vzorky
eSte v dalsich ¢asovych intervaloch, aby bolo viditeI'né ustalenie rovnovahy systému.

5.2.2 H2 s vymenenym supernatantom za NacCl

V druhej

sade vzorkov gélu H2 bol pbvodny supernatant opatrne vyliaty a zameneny

za5ml 0,15 M roztoku NaCl. Bol sledovany priebeh uvolniovania sa a viazania sa sondy
v taktomto systéme do nového ,,supernatantu®. Absorbancie boli zmerané v nasledujlcich
¢asovych intervaloch: 24 hodin, 3 dni a 7 dni.
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Obr. 27:Zmeny koncentracii NR v zamenenych supernatantoch za 0,15 M NaCl pri géloch

Obr.

H2 sledované po dobu 7 dni
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28: Tok sondy NR vo vybranych zamenenych supernatantoch za 0,15 M NacCl

v zavislosti na case
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Obr.29: Vybrané gély H2 so zamenenym supernatantom za 0,15 M NacCl, naviazané
mnozstvo NR v zavislosti na case

Obrazky ¢. 27, 28 a29 popisuju chovanie sa sondy vzamenenych supernatantoch
za 0,15 M NaCl v zavislosti na ¢ase. Obrazok ¢. 27 naznaCuje pokles a narast koncentracie
sondy Vv supernatantoch po dobe 3 a 7 dni. VSeobecne po zmerani a vyhodnoteni dat sa
0,15 M roztok NaCl javi ako prostredie, do ktorého sa vel'a sondy NR z gélu neuvolnuje. Je
to mozné vysvetlit aj tym, ze po zliati bolo mnozstvo NR obsiahnutej v Septonexe
,odobraté®, (ur¢it¢ mnozstvo NR v Septonexe zas bolo spotrebované na tvorbu gélu).
Po naslednom doplneni roztoku NaCl sa tak ,,zbytok* NR (obsiahnuty v géli) nemal kde
uvol'novat, roztok NaCl neobsahuje micely, do ktorych by sa sonda mohla naviazat’ resp.
uvolnit’ z gélu. Na Obr.29 vsak vidime, ze malé mnozstvo sondy sa do nového supernatantu
predsa len uvoliuje (vid’ rozdiel po 3 diloch a po tyzdni). A da sa povedat, Ze eSte ani
po tyzdni nie je koncentrdcia sondy medzi prostrediami vyrovnand u vsetkych vzorkov, aj
ked’ rychlost’ difiizie je znaCne niz$ia nez po vymene supernatantu (vid’ Obr. 28).

5.2.3 H2 s vymenenym supernatantom za Septonex

Tretia sada gélov H2 sledovala uvolfiovanie aviazanie sa sondy Vo vymenenom
povodonom supernatante za5ml 100 mM Septonexu. Absorbancie boli zmerané
v obdobnych ¢asovych intervaloch ako predoslé sady vzoriek gélov H2.
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Obr. 30: Zmeny koncentracii NR v zamenenych supernatantoch za 100 mM Septonex
pri géloch H2 sledované po dobu 7 dni

Z obrazku ¢. 30 je patrné, ze po vymene pdvodného supernatantu za 100 mM Septonex
doslo ku zvySeniu koncentracie sondy v supernatante vel'mi vyrazne (sonda sa uvolnila
Z pripraveného znaceného gélu), po tyzdni vSak obrazok ukazuje, Zze sa koncentricia NR
VO vymenenom supernatate rapidne znizila u vSetkych vzoriek. Sonda sa zakoncentrovala
naspat’ do gélu.
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Obr. 31: Tok sondy NR vo vybranych zamenenych supernatantoch za 100 mM Septonex
v zavislosti na case
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Obr. 32: Vybrané gély H2 so zamenenym supernatantom100 mM Septonexu, naviazané
mnozstvo NR v zavislosti na case

Obrazky ¢. 31 a ¢. 32 znazornuja tok sondy v supernatantoch a naviazané mnozstvo sondy
v géloch v ¢asovom intervale. Chovanie sa sondy koren$podnuje s obrazkom ¢. 30. M6Zeme
vidiet’, Ze tok sondy v supernatante po 7 ditoch vel'mi klesol, ¢o by vypovedalo o vyrovnani
koncentracii sondy medzi prostrediami vo vzorkoch a zaroven by to odpovedalo zvySeniu
naviazaného mnozstva NR v jednotlivych géloch po tychto 7 diioch. Zaujimavy je vsak fakt,
ze po 7 diioch sa takmer vSetka sonda naviazala do gélov. Dovodom moZze byt napriklad to,
Ze tato koncentracia je akousi ,,idealnou* koncentraciou pre dané vzorky. Kazdopadne by bolo
vhodné podrobit’ tieto vzorky d’alsim experimentom.

5.3 LMW Hyaluronan s 200 mM Septonexom

Obdobne ako v kap.5.1 boli pripravené aj gély H4 s rozdiclom, Ze pouzity hyaluronan bol
nizkomolekularny. Bol dodrzany rovnaky postup aj ¢asové intervaly pri priprave a merani
vzoriek.

Tabulka 5: Oznacenie jednotlivych gélov H4, pdvodna koncentracia NR v roztoku
Septonexu a koncentracia NR v supernatante po gelacii

L. PoZzadovana 3 , . Koncentracia NR
Oznacenie . . Presna koncentréacia
, koncentracia NR 3 V supernatante po
gelu 3 NR [pmol/dm®] L 3
[umol/dm?] gelacii [pmol/dm®]
1 2 0,732 0,466
2 3,5 1,193 0,645
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3 4 1,465 0,753

4 5 3,255 0,896
5 6 5,587 0,968
6 7 4,475 1,004
7 8 5,126 1,362
8 9 7,730 1,434
9 10 7,215 1,434
10 15 12,503 2,079
14
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Obr. 13: Porovanie pévodnej koncentracie NR v Septonexe a koncentracie NR
v supernatantoch po gelacii v géloch H4

Z obrazku ¢. 33 atabul'ky 5 plynie, ze koncentracia NR v povodnom roztoku Septonexu
po gelacii klesla. Takisto z nich vyplyva, Ze so zvySujucim sa mnozstvom NR v tenzide rastie
aj schopnost gélu naviazat vdcSie mnozstvo sondy NR. Pokles koncentrdcie NR
V supernatante po geléacii je sposobeny tym, ze gél sa ,,obohatil uritym mnozstvom NR
privyrobe gélu ktoré bolo obsiahnuté v Septonexe (z&sobny roztok Septonexu
s koncentra¢nou radou NR).
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5.3.1 H4 s pbvodnym supernatantom

Rovanko ako v predoslych experimentoch aj v prvej sade gélov H4 bol ponechany
pdvodny supernatant. Bola zmerana absorbancia supernatantov po 24 hodinach, troch diioch
a po tyzdni od vyroby gélu.
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Obr. 34: Zmeny koncentracii NR v pdvodnych supernatantoch gélov H4 sledované po dobu
3a7dni

Z Obr. 34 plynie, Zze najviac sondy sa v supernatante vyskytovalo po 24 hodinach
od pripravy gélov. Potom uz dochadzalo k znizovaniu koncentracie/mnozstva sondy
v supernatantoch, ¢i uz po 3 dioch alebo po tyzdni od pripravy gélov. Z nameranych
vysledkov vyplyva, Ze po 24 hodinach od pripravy zacalo dochadzat’ k prestupu sondy
zo supernatantov do gélov, lebo v géloch boli pravdepodobne eSte voI'né ,,nezaplnené* miesta,
na ktoré sa mohli molekuly sondy naviazat. Dalej z tychto vysledkov tiez vidime, Ze ani
po tyzdni neboli koncentracie sondy medzi prostrediami vyrovnané a bolo by potrebné vzorky
premerat’ eSte v d’alSich ¢asovych intervaloch.
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Obr. 35: Tok sondy v pévodnom supernatante vzoriek H4. Pre prehladnost si zobrazené
len vybrané gély

So zvySujacou sa koncentraciou NR u jednotlivych gelov 1-10 sa zvySoval aj jej tok (vid’
Obr.35). Tak ako v predoslych pripadoch, aj teraz mozeme vidiet’, ze sa tok v priebehu Casu
znizuje z dovodu postupného vyrovnavania koncentracii medzi prostrediami (vid® Obr. 35).
ZvySovanim povodnej koncentracie NR v supernatante sa zvySovalo aj jej mnozstvo, ktoré by
mohlo byt’ obsiahnuté v géloch (vid’ Obr.36). Predpokladom tychto experimentov bolo, Ze NR
sa bude z gélov postupne uvolnovat, ¢o by mohlo simulovat’ postupnu distribuciu lie¢iva
z gélovej matrice. Tento fakt vSak vzhladom k nameranym vysledkom potvrdeny nebol,
ked’ze v naSom pripade sa najskor sice sonda z gélu do supernatantu uvolnila, ale nasledne
na to sa opit’ zacala inkorporovat’ naspit’ do gélovej struktury ako ukazuji obrazky ¢. 34, 35
a 36.
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Obr. 36: Mnozstvo naviazanej sondy vztiahnuté na hmotnost gélu v zavislosti na case
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S ubyvajucim monzstvom NR v roztoku sa zvysuje mnozstvo, ktoré je v Struktare gélu.
Tieto zmeny popisuje obrazok ¢. 36. Pre ndzorni ukazku a prehl’adnost’ boli vybrané len
urcité gély.

5.3.2 H4 s vymenenym supernatantom za NaCl
Rovnakym spdsobom ako v predoslych sadach gélov, aj pri géloch H4 bol v druhej sade

opatrne zliaty a vymeneny povodny supernatant za 5 ml 0,15 M NaCl. Boli premerané
absorbancie sondy v tomto prostredi po 24 hodinach, po 3 diioch a po tyzdni.
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Obr. 37: Zmeny koncentrécii NR v zamenenych supernatantoch za 0,15 M NaCl pri géloch
H4 sledované po dobu 7 dni
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Z obréazku €. 37 je ocividné, Ze koncentracia NR v supernatante vyrazne klesla pri vSetkych
vzorkoch. Doslo ktomu najprv pri zlievani, kedy bolo ur¢it¢é mnozstvo NR naviazané
v pédvodnom supernatante, ktory bol zliaty a vymeneny za roztok 0,15 M NaCl. Tuto savislost’
opisuje stredny stipec v obrézku,teda situcia po troch ditoch. Koncentracia NR v zamenenom
supernatante po tyzdni klesa. Je pravdepodobné, Ze sa sonda sustredila spat’” do gélu, ako
v predchadzajdcich pripadoch inych typov gelov so zamenenym roztokom NaCl.
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Obr. 38: Tok sondy NR vo vybranych zamenenych supernatantoch za 0,15 M NaCl
V zavislosti na case
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Obr. 39: Mnozstvo naviazanej sondy vztiahnuté na hmotnost gélu v zavislosti na case

Tak ako aj v predchadzajucih pripradoch, aj v druhej sade gélov H4 bolo potvrdené, Ze sa
sonda po zmeranych ¢asovych intervaloch opét’ navdzovala spéat’ do gélu. Na obrazkoch ¢. 38
a & 39 su nazorné ukazky toku NR a jej navdzovani spat’ do gélu. Cim vyssia koncentracia
NR bola vroztokoch, tym viac sa sonda naviazala do §truktary gélu. Dalej je z grafu
na Obr. 38 vidiet, Ze tok sondy medzi prostrediami sa s postupom ¢asu znizuje ako aj
v predoslych pripadoch, aj ked’ sa eSte neda povedat’, Ze by po tyzdni boli koncentracie sondy
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medzi prostrediami vyrovnané. Aj v tomto pripade by bolo vhodné predizit’ ¢asovy interval
pozorovania.

5.3.3 H4 s vymenenym supernatantom za Septonex

Tretia sada gélov H4 obsahovala vzorky s vymenenym pévodnym supernatantom za 5 ml
200 mM Septonexu. Merania prebehli rovnako ako v predoslych pripadoch tj. po 24
hodinach, po 3 a 7 ditoch.
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Obr. 40: Zmeny koncentracii NR v zamenenych supernatantoch za 200 mM Septonex pri
géloch H4 sledované po dobu 7 dni
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Obr. 41: Tok sondy v geloch H4 po vymene za 200 mM Septonex . Pre prehladnost su
zobrazené len vybrané gély
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Obr. 42: Mnozstvo naviazanej sondy vztiahnuté na hmotnost Qélu v zavislosti na case.
Pre prehladnost boli vybrané len niektoré vzorky

Z vysledkov obsiahnutych a zobrazenych na obrazkoch ¢. 40, 41 a 42 je vidno, Ze z&mena
supernatantu za 200 mM Septonex sa javi ako najleSpie prostredie pre transport NR z gélu
do roztoku nad gélom. Je to vysledok toho, Ze vo vymenenom supernatante je mnoho micel
do ktorych sa NR moéze inkorporovat. Tok sa takisto zvySil @ mnozstvo naviazanej sondy
v géli sa vo v8etkych pripadoch gélov zniZila, ¢o vlastne vysvetl'uje zvySenie koncentracie NR
V supernatante.

54 LMW Hyaluronan so 100 mM Septonexom

ZmieSanim zasobneho roztoku LMW Hya o koncentracii 2 % hm. a 100 mM Septonexu
S NR vznikli farebne znacené gély H5. Tabul'ka ¢. 6 udava pdvodnd presnd koncentraciu NR
v supernatante a koncentraciu supernatantu po vyrobe gelu. Boli zmerané absorbancie
vsetkych troch sad vzorkov v ¢asovom intervale 24 hodin, 3 a 7 dni.

Tabulka 6: Oznacenie jednotlivych gélov H5, pbvodné koncentracia NR v roztoku
Septonexu a koncentracia NR v supernatante po gelacii

. . PoZadovana i . Koncentracia NR
Oznadenie L Presna koncentracia

&lu koncentracia NR NR [pmol/dm’] Vv supernatante po
g [umol/dm?] " gelacii [pmol/dm?]

1 2 1,899 3,988

2 3,5 2,739 2,648

3 4 3,716 4,953

4 5 4,801 4,704
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5 6 5,506 3,364

6 7 6,401 5,234
7 8 8,299 3,333
8 9 8,055 4,891
9 10 7,784 2,960
10 15 12,368 3,146
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Obr. 43: Porovanie pévodnej koncentracie NR v Septonexe a koncentracie NR
v supernatantoch po gelacii v géloch H5

Tak ako aj v predoslych pripadoch po gelacii a ndslednom vytvoreni gélu, koncnetracia NR
v Septonexe klesla. Suvisi to so spotrebou NR v tenzide na vytvorenie gelu. Teda, urcita cast’
NR obsiahnutd v pévodnom zasobnom roztoku NR v Septonexe sa zuzitkovala na vytvorenie
gélu H5. Z grafu na Obr. 43 vSak vyplyva, ze pri najnizsich koncentraciach pouzitej sondy, je
v supernatante aj po gelacii koncentracia sondy takéa istd ako pred gelaciou. Tieto vysledky

vzoriek s pravdepodobne zatazené vel’kou chybou.

5.4.1 H5 s pbébvodnym supernatantom
V prvej sade, ako aj v ostatnych experimentoch sinym typom gélu, bol v prvej sade
ponechany pévodny supernatant po celd dobu merania.
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Obr. 44: Zmeny koncentracii NR pdvodnych supernatantoch pri géloch H5 sledované po
dobu 7 dni
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Obrazok ¢.44 zobrazuje zmenu pdvodnej koncentracie NR v Septonexe po gel&cii
v ¢asovych intervaloch uvedenych v obrazku. Potroch dioch sa vo vSetkych vzorkoch
koncentracia NR Vv supernatante zvyS$ila, ¢o naznaCuje kontinualne uvolfiovanie sa NR
z vytvoreného gélu. Takze opat’ ani po tyzdni nedoSlo k ustanoveniu rovnovahy medzi
prostrediami a neustale dochadzalo k vymene molekll sondy. Bolo by teda opat’ potreba
dlhSieho ¢asového intervalu pozorovania. Okrem pripadov vzoriek ¢. 7 a8 sa koncentracia
sondy d’alej zvysovala. V tychto dvoch pripadoch obrdzok naznacuje, Ze sa urcité mnozstvo
NR stiahlo spét’ do gélu.

Obrazok ¢. 45 poukazuje na mnozstvo naviazanej sondy v géloch H5. Vyznacené hodnoty
dopliiujii tvrdenie spomenuté vysSie, ato, ze ked sa koncentricia NR v supernatante
zvysovala, tak sa mnozstvo naviazanej sondy v géli znizovalo.
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Obr. 45: Mnozstvo naviazanej sondy vztiahnuté na hmotnost gélov HS5 v zavislosti na case.
Pre prehladnost boli vybrané len niektoré vzorky
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5.4.2 H5 s vymenenym supernatantom za NaCl

V druhej sade vzoriek sa zmenil po 24 hodinach azmerani absorbancie pévodnych
supernatantov pdvodny supernatant za 5 ml 0,15 M NaCl. Po d’al$iu dobu merania (3 a 7 dni),
bol merany takto vymeneny supernatant. Merala sa jeho absorbancia a sledovala sa zavislost’
toku a mnozstvo naviazania NR z roztoku gélu a naopak.
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Obr. 46: Zmeny koncentrécii NR v zamenenych supernatantoch za 0,15 M NaCl pri géloch
H5 sledované po dobu 7 dni

Po vymene pdvodného supernatantu za 0,15 M NaCl doslo ako aj v predoslych pripadoch
k odliatiu zna¢ného mnozstva sondy NR obsiahnutej v pdvodnom supernatante a nasledne
bolo sledované uvolmovanie sondy z gélov do novovymeneho roztoku NaCl. Z vysledkov
uvedenych na Obr. 46 je zna¢né, ze po 3 ditoch od vymeny supernatantu sa z gélov do novych
supernatantov mala ¢ast’ NR uvol'nila, avsak v nasledujicich dioch sa vo viésine pripadov
opat postupne zase zakoncentrovavala naspat’ do gélov. Vynimku tvorili vzorky ¢. 4 a 7.
Chovanie takéhoto systému bolo popisané v predoslych kapitolach pri zmene supernatantu
za roztok NaCl. Gél sa teda obohacoval o0 sondu, dosledkom ¢oho bolo zniZenie koncentracie
NR v supernatante azvySenie jeho mnozstva Vv géloch. Toto chovanie systému popisuji
obrazky ¢. 46, 47 a 48.
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Obr. 47: Rychlost toku sondy v géloch H5 po vymene za 0,15 M NaCl. Pre prehladnost si
zobrazené len vybrané gély
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Obr. 48: Mnozstvo naviazanej sondy vztiahnuté na hmotnost gélov H5 v zavislosti na case.
Pre prehladnost boli vybrané len niektoré vzorky
5.4.3 H5 s vymenenym supernatantom za Septonex

V tretej sade vzoriek gélov H5 bol pdvodny supernatant opatrne zliaty a vymeneny

za 100 mM

Septonex. Tieto vzorky boli v d’alSich ¢asovych intervaloch (3 a 7 dni) zmerané

spektrofotometricky, ¢im sa namerala absorbancia NR v supernatante.
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. 49: Vybrané zmeny koncentracii NR v zamenenych supernatantoch za 100 mM
Septonex pri géloch H5 sledované po dobu 7 dni
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50: Tok sondy v geloch H4 po vymene za 200 mM Septonex . Pre prehladnost su
zobrazené len vybrané gély
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Obr. 51: Mnozstvo naviazanej sondy vztiahnuté na hmotnost gélov H5 (SO zamenenym
povodnym supernatantom za 100 mM Septonex) Vv zavislosti na case. Pre prehladnost boli
vybrané len niektoré vzorky

Na obrazku ¢. 49 je popisand zmena koncentracie sondy po vymene supernatantu. Ta jasne
ukazuje, ze sa koncentracia sondy v supernatante po troch diioch vyrazne zvySovala. M6zu
za to opét’ micely, do ktorych sa NR ma moznost’ naviazat’ a teda uvolnit’ z gélu. Septonex
ako tenzid teda poskytuje priestor pre sondu na uvolnenie sa zo Struktury gélu. Opét, ani
po tyzdni eSte nedoslo k UpInému vyrovnaniu koncentracii NR medzi gélmi a supernatantmi,
takze by bol vhodny dlh$i ¢as pozorovania. Bolo tomu tak vo vSetkych sadach gélov, kde sa
menil vtretej sade supernatant za Septonex. Tok sondy sa takisto zvySoval, Co suvisi
S vyraznym zvacSenim koncentracie NR v supernatante. Naopak, znizilo sa mnozstvo
naviazanej sondy vo vsetkych géloch, ¢o je logické, ked’Zze sonda prechadzala z gelov do
supernatantov. Tento popisany stav je aj vyobrazeny na obrdzkoch ¢. 50 a 51.

Tabulka 7. Zhrnutie vypocitanych difuznych koeficientov pre jednotlivé sady gélov

Difazny Difazny Difazny Difazny
koeficient koeficient koeficient koeficient
[m?/s] [m?/s] [m?/s] [m?/s]
H1 H2 H3 | H4 H5 H6
1.sada - 1.sada - l.sada | 1,33.10! | 1.sada | 3,08.10
2.sada - 2.sada | 2,60.101° 2.sada | 1,36.10° | 2.sada -
3.sada - 3.sada | 9,03.10M 3.sada - 3.sada -
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6 ZAVER

Po premerani a vyhodnoteni vSetkych vzoriek gélov sa pri§lo na niekol’ko zisteni. V prvom
rade sa neocakavalo, Ze sa sonda bude vracat’ spat’ do gélu. Oc¢akavalo sa, Ze sa bude o sondu
,,obohacovat™ iba supernatant. Dal§im zistenim je fakt, Ze sa prostredie roztoku NaCl ukézalo
ako nie vemi vhodnym na uvolfiovanie sa latky z gélu. Ak by nastal opak, a latka by sa
do prostredia roztoku NaCl z gélu uvoltiovala, mohli by sme hovorit' o dobrych aplika¢nych
vlastnostiach takéhoto systému, pretoze 0,15 M roztok NaCl mal simulovat’ fyziologicky
roztok, ateda by bol pouzitelny na cielenu distribuciu lie¢iv v organizme. NajlepSim
prostredim sa pre uvolnovanie sondy z gélu javilo prostredie tenzidu Septonexu. Samotny
hydrogél bol pripravovany zo zasobného roztoku tenzidu a teda po vymene supernatantov mu
bolo toto prostredie ovel’a ,,bliz§ie* ako prostredie spomenutého roztoku NaCl. Boli to prave
micely, ktoré umoziovali sonde uvol'iovat’ sa z gélu do supernatantu viac ako pri roztoku
NaCl, aj ked’ samotny zasobny roztok tenzidu bol pripravovany v prostredi 0,15 M NaCl.

Tieto experimenty boli pilotnymi experimentami v danej oblasti vyskumu. Hlavnym
cielom bolo najmid preskimanie moznosti diftizie vybranej sondy Vv danych vzorkoch.
Pre d’alsi vyskum by bolo pravdepodobne vhodnejSie pouzitie inej sondy (napr. Atto 488),
ktora je rozpustna aj vo vodnom prostredi, a tym padom by difizia mohla prebiehat’ lepSie aj
do fyziologického pufru. Podla vsetkého by bolo aj vhodnejsie pouzitie citlivejSej metody
(napr. FCS) k meraniu difuznych charakteristik tychto vzorkov.
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8.1 Zoznam skratiek

Skratka
CD44
CMC

DLS

FCS

Hya
HMW Hya
LMW Hya
Mw

NMR
PAL

PEG

PTX

8.2 Zoznam symbolov

Symbol
D

&

dx

dc;

dt

Ji

8 ZOZNAM SKRATIEK A SYMBOLOV

Vyznam

Specificky receptor pre hyaluronan
kriticka micelarna koncentrécia
dynamicky rozptyl svetla

fluorescencna korela¢na spektroskopia
hyaluronan

hyaluronan o vysokej molekulovej hmotnosti
haluronan o nizkej molekulovej hmotnosti
molekulova hmotnost’

nuklearna magneticka rezonancia
povrchovo aktivna latka

polyetylénglykol

paclitaxel

Vyznam
difazny koeficient

koncentraény gradient (zmena koncentracie so vzdialenost'ou)

zmena koncentracie v ¢ase
difuzny tok
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