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ABSTRAKT

Metodou dynamického rozptylu svétla byly studovany interakce v systému biopolymer-tenzid
a stabilita vznikajicich komplexti. Byla zkoumana stabilita a interakce nativniho hyaluronanu
s kationaktivnim tenzidem cetyltrimetylamonium bromidem (CTAB) ve vodé v zavislosti
na zptusobu piipravy téchto systémul. Systém byl pfipravovan bud’ postupnym piidavanim
CTAB do hyaluronanu, ¢imz postupné¢ vznikaly micely, nebo postupnym piidavanim
hyaluronanu do jiz vzniklych micel. Bylo zjisténo, ze zplsob ptipravy ovliviiuje vlastnosti
vzniklych agregatl. Molekulova hmotnost hyaluronanu neovliviiuje interakce, oproti tomu
koncentrace hyaluronanu mé na interakce znacny vliv. Déle bylo zjisténo, Ze molekulova
hmotnost hyaluronanu nema vliv na disociaci hyaluronanu v roztoku.

ABSTRACT

Interaction between biopolymer-surfactant and stability of arising complexes were
investigated using dynamic light scattering method Stability of the system and interactions
between native hyaluronan and cationic surfactant cetyltromethyl-amonium bromide
in aqueous solution depending on preparation method were investigated. System was prepared
either adding CTAB to hyaluronan causing sequential micelle’s formation, or adding
hyaluronan to already formed micelles. It was found out that preparing method influences
properties of arisen complexes. Molecular weight of hyaluronan has an inconsiderable effect
on interaction against to concentration of hyaluronan, which influences interaction
of component significantly.
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1 UVOD

Kdyz se tekne kyselina hyaluronova, vétSina laické vetejnosti si predstavi televizni reklamu
na omlazujici krémy proti vraskam nebo zvlhc¢ujici nosni spreje. VéEtSina lidi ale nema tuSeni,
ze tuto jedinecnou latku nosi ve svém téle, at’ uz v o¢nim sklivci, nervovych tkanich, kizi,
nebo ze prave diky této latce neciti bolest pti pohybu kloubd.

Hekticky zplisob zivota a s nim 1 spojend nespravna zivotosprava piispély k rozvinuti
civilizacnich chorob, na které ro¢n€ umira ¢im dal vice lidi. Druhd nejcastéjsi pri¢ina tumrti je
rakovina a pravé kvuli této informaci se védci z celého svéta snazi vyvinout novy 1ék. Lék,
ktery nezasahne celé télo pacienta a nezplsobi svymi vedlejSimi UCinky ztratu vlast
a potlac¢eni imunitniho systému, ale 1€k, ktery bude G¢inny jen v misté nadoru.

Na povrchu rakovinnych bunék se vyskytuji receptory CD44 a RHAMM, které jsou
schopny kyselinu hyaluronovou rozpoznat a vtahnout ji dovnitf nadoru. Nejen diky jiz
zminéné afinité k receptoriim, ale také kvuli své biokompatibilité¢ a biodegradabilité by pravé
kyselina hyaluronova mohla ucinit pievrat ve vyzkumu nosicu 1é¢iv. Kdyby se tedy vytvoftilo
cilené 1é€ivo s kyselinou hyaluronovou, mohla by se zabezpecit distribuce a uvolnéni l1é¢iva
pifimo do nadorové bunky. Problémem byva obvykle hydrofobnost 1é¢iva, proto je nutné
na kyselinu hyaluronovou, ktera je hydrofilni, navazat takovou latku, kterd v sobé umozni
solubilizovat 1é€ivo. Zastupcem téch latek by mohly byt kationaktivni tenzidy tvofici
ve vodném prostiedi micely shydrofobnim jadrem. Teoreticky by se mél tenzid navazat
na disociované karboxylové skupiny hyaluronanu a vytvorit tak komplex cileného nosice
1éciv. Teorie ale nestaci, a proto je tfeba interakce hyaluronanu a kationaktivniho tenzidu
dukladné¢ prozkoumat.

Cilem této prace je porovnani interakci jednotlivych komponent a stability vznikajicich
komplexil v zavislosti na zplisobu piipravy pomoci metody DLS.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Prvni zminka o jedné z nejuniverzalngjsich makromolekul v ptirod¢ — kyselin¢ hyaluronové,
pochédzi zroku 1934. Tento kdysi neznamy glykosaminoglykan byl vyizolovan z o¢niho
sklivce skotu v laboratofi doktora Karla Meyera a pojmenovan podle mista nalezu — o¢niho
sklivce (hyaloideus — vztahujici se ke sklivci [1]) a uronové kyseliny [2].

2.1.1 Vyskyt a vyroba

Kyselina hyaluronova se ptirozené vyskytuje u savct a nékterych mikroorganismi. Nejvice je
zastoupena v ocnim sklivci, synovidlni tekutiné a kizi, je také soucasti pojivovych,
epitelovych a nervovych tkani. V nékterych tkanich, jako napft. v kiizi, je hlavnim stavebnim
prvkem. Komeréné se vyrabi fermentaci bakterii Streptococcusequi, Streptococcuszooepi-
demicus a Bacillussubtillis, které mohou byt geneticky modifikované [3]. Pti fyziologickych
podminkach se kyselina hyaluronové vyskytuje ve form¢ polyaniontu — negativné nabitého a
vysoce hydrofilniho hyaluronanu obklopeného molekulami vody, které jsou spojeny
vodikovymi mustky [4, 5].

2.1.2 Struktura

Kyselina hyaluronova (Obr. 1) je linearni nerozvétveny polysacharid slozeny z opakujicich se
disacharidovych podjednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou
spojeny stfidajicimi se 3-1,4 ap-1,3 glykosidickymi vazbami [4].

N-acetyl-D-glukosamin D-glukuronova kyselina

\_ _ B-1,3

CHOH
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COOH o‘_: )_c OH
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\ i r OH J M -
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Obr. 1: Zdkladni chemicka struktura hyaluronanu.

Hlavnim divodem vysoké energetické stability molekuly je jeji prostorové uspofadani. Oba
cukry jsou prostorové spojeny glukozou, ktera v B-konfiguraci dovoluje prostoroveé



objemnym skupinam zaujmout stericky vyhodnéjsi ekvatoridlni polohu, zatimco malé
vodikové atomy obsazuji mén¢ stericky vyhodné axialni polohy [2, 4].

2.1.3 Polymerni struktura a struktura v roztoku

Polymerni struktura hyaluronanu je tvofena z vice nez 30 000 opakujicich se jednotek [6].
Molekulova hmotnost se v literatuie li$i podle autora a také zavisi na enzymech katalyzujicich
jeho syntézu, pohybuje se tedy vrozmezi 10°-10° Daltonti [5]. Promérméa molekulova
hmotnost hyaluronanu v lidské synovialni tekutiné se pohybuje okolo tii az ¢ty miliont
Daltont [4]. Vodny roztok je velice viskdzni kvili vysoké molekulové hmotnosti a silnym
intramolekularnim interakcim [5].

Molekula hyaluronanu zaujima ve fyziologickém roztoku roztazenou nepravidelné
sto¢enou strukturu zabirajici Sirokou doménu, coz je zpusobeno chemickou strukturou.
Molekula hyaluronanu je vyztuzena kombinaci chemické struktury disacharidu, vnitinich
vodikovych vazeb a interakcemi s rozpoustédlem. Zkroucena ,,stuhovita® struktura (Obr. 2) je
utvofena diky hydrofilnim a hydrofobnim doménam hyaluronanu. Axialni atomy vodiku
formuji nepolarni, relativné hydrofobni domény, zatimco ekvatorialni postranni fetézce tvori
vice polarni, hydrofilni domény [2, 5].

Obr. 2: Struktura hyaluronanu v roztoku [2].

Modra krychle na obrazku zobrazuje doménu molekuly v roztoku, ¢ervend oblast
hydrofobni a modré hydrofilni ¢ast stuhovité struktury. Disledkem doménové struktury je
omezena difize molekul skrz sité hyaluronanu. Malé molekuly, jako je voda, elektrolyty
jsou Caste¢né vylucovany z domény kvuli jejich hydrodynamické velikosti, coz vede k jejich
niz§i koncentraci v siti hyaluronanu oproti volnym prostoriim v okoli hyaluronanu. Retézce
hyaluronanu tvoii dynamicky systém, z ¢ehoz vyplyva neustald zména velikosti pord v siti.
Statisticky mohou existovat vSechny velikosti poru, jen s rtiznou pravdépodobnosti, z cehoz
vyplyva, ze vSechny molekuly mohou projit siti hyaluronanu, ale s riznym zpomalenim
Vv zavislosti na jejich hydrodynamickych objemech [2].



2.1.4 Metabolismus

Kyselina hyaluronova je metabolizovana velmi dynamicky a jeji konstantni koncentrace
Vv tkanich je zajiStovana vyrovnanymi syntetickymi a katabolickymi reakcemi. V n¢kterych
bunikach je syntetizovana po celou dobu zivota tkang, napt. v keratinocytech v pokozce, kde je
polo¢as rozpadu méné nez jeden den, v krvi je poloCas rozpadu velice kratky, v fadech
n¢kolika minut. Oproti tomu v chondrocytech v chrupavce je tento polocas rozpadu
az 3 tydny [2]. Télo praimérného Cloveka (70 kg) obsahuje 15 gramii této kyseliny a béhem
dne je jedna tietina metabolizovana (syntetizovana a degradovana) [7].

2.1.5 Vyuiiti a funkce v organismu

Dobra snaSenlivost kyseliny hyaluronové umoziuje jeji Siroké vyuziti v kosmetice
I v mediciné. Vodné roztoky kyseliny hyaluronové jsou velice viskozni, ¢imz v kloubech
snizuji tfeni a absorbuji tlakové narazy. M4 nespocetné mnozstvi biologickych funkci,
napf. schopnost vazat na sebe vodu, pomaha zabranovat prostupu vir a baktérii k bunce,
likviduje volné kyslikové radikaly, podporuje endogenni syntézu nové kyseliny hyaluronové
bunkami synovidlni membrany a zabranuje degradaci kloubni chrupavky. Diky
viskoelastickych vlastnostem pisobi v synovidlni tekutiné jako lubrikant a tlumi¢ nérazi.
V plastické chirurgii je hojn¢€ vyuzivana jako vypli vtazenych jizev nebo pfi zvétSeni poprsi,
dale je vyuzivana v o¢ni chirurgii nebo pfi 1é¢bé osteoartrozy [8, 9]. Dulezitou roli hraje
kyselina hyaluronovd pfi hojeni ran — zabranuje uklddani kolagenu, takZe pfi hojeni
nevznikaji jizvy [10]. V kosmetice se vyuziva predevS§im k vyplnéni vrasek, omlazeni
a hydrataci pleti.

2.2 Micelarni koloidy

Nizkomolekularni latky tvofi pfi velkém zfedéni ve vhodném rozpoustédle pravé roztoky.
Pfti zvySujici se koncentraci vSak molekuly asociuji a pravy roztok ptejde na koloidni, Gtvary
vzniklé asociaci v roztoku se nazyvaji micely a latky, které jsou tyto micely schopné tvofit,
se oznacuji jako micelarni (asociativni) koloidy. Micelarni koloidy jsou reverzibilni systémy,
které vznikaji samovolnym rozpusténim a jejich vlastnosti zavisi na okamzitych fyzikalnich
podminkéach systému, napf. na teploté, tlaku nebo koncentraci [11].

2.2.1 Struktura

Schopnost micelarnich koloidi vytvaret micely je umoznéna diky jejich zvlastni struktufe.
Molekuly jsou amfifilni neboli amfipatické, tj. skladaji se ze dvou rozdilnych ¢asti — lyofilni,
ktera je schopna se ve vhodném (polarnim) prostfedi rozpoustét, a lyofobni, ktera je danym
prostfedim odpuzovana a jeji neochota ke kontaktu s molekulami rozpoustédla zpisobuje

asociaci.

lyofilni (hydrofilni) ¢ast lyofobni (hydrofobni) ¢ast
Obr. 3: Molekula tenzidu.
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Ve vodném prostredi se tyto dvé ¢asti oznacuji jako hydrofilni a hydrofobni. Hydrofobni,
nepolarni ¢ast tvoii jeden nebo vice uhlovodikovych fetézci, oproti tomu silné hydrofilni ¢ast
tvofi polarni skupina zajist'ujici rozpustnost ve vode¢ [11, 12].

Latky s touto strukturou jsou oznacovany jako tenzidy neboli povrchové aktivni latky
(PAL), detergenty. Podle schopnosti polarni skupiny disociovat se micelarni koloidy dé¢li
na neionogenni (neutralni) nebo ionogenni (kationaktivni, anionaktivni nebo amfoterni).
Neionogenni tenzidy ve vodném roztoku nedisociuji na ionty, jejich rozpustnost je zajisténa
polarnimi skupinami, které jsou navazané na dlouhém uhlovodikovém fetézci. Anionaktivni
tenzidy disociuji za vzniku aniontd, nejvyznamnéjSim zéstupci této skupiny jsou alkalické soli
vy$§ich mastnych kyselin (pfirozena mydla). Kationaktivni tenzidy disociuji za vzniku
kationtl, typickym zastupcem jsou kvartérni amoniové soli, napf. cetyltrimetylamonium
bromid (CTAB). Pti disociaci amfoternich tenzidti zavisi jejich naboj na pH [11, 12, 13].

2.2.2 Agregace

Agregace micelarnich koloidi do micel je umoznéna jejich amfifilni povahou — polarni
anepolarni ¢asti molekuly. Ve vodném prostfedi je nepolarni fetézec orientovan dovniti
micely a polarni skupina ven. Existence micel v roztoku hraje klicovou roli pro solubilizaci
nepolarnich latek v roztoku. V jadru micely je nepolarni prostiedi, ve kterém lze rozpustit
nepolarni latky, napf. 1éCiva. V nepolarnim prostiedi se vytvari obracené micely [14].
Dulezitou charakteristikou micel je agregacni Cislo, které¢ udava primérny pocet molekul
tenzidu na jednu micelu [15].

N e
2SS

micela s hydrofobnim jadrem micela s hydrofilnim jadrem
v polarnim prostredi v nepolarnim prostredi

Obr. 4: Uspordadani micel v polarnim a nepoldrnim prostiedi.

2.2.3 Kriticka micelarni koncentrace

Ve velkém ziedéni tvoii micelarni koloidy pravé roztoky, avSak pifi zvySovani koncentrace
tenzidu dochézi k samovolné agregaci molekul a vzniku koloidniho roztoku. Koncentrace,
pii které dochazi k agregaci, se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC) a utvary, které
agregaci vznikaji, se oznacuji jako micely. Pfi nizsi koncentraci existuji PAL v roztoku pouze
jako volné samostatné molekuly, nad hranici CMC agreguji vSechny molekuly do micel,
Z ¢ehoz vyplyva, ze CMC je tedy nejvyssi mozna koncentrace, pii které¢ se dana PAL jesté
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vyskytuje ve formé unimernich molekul. Kriticka micelarni koncentrace se obvykle pohybuje
v rozmezi 10® az 10 mol-dm™ [12, 14].

monovrstva na hladiné

c=CMC

V4
g

molekuly tenzidu micela

c<CMC c>CMC

Obr. 5:Proces tvorby micel ve vodé.

Tvorba micel probihd nasledujicim postupem. Pfi nizké koncentraci PAL v roztoku se
amfifilni molekuly hromadi na povrchu kapaliny, hydrofobni ¢asti amfifilnich molekul jsou
orientovany ven z roztoku, aby minimalizovaly kontakt s vodou, a hydrofilni ¢asti dovnitf
roztoku. Ve chvili, kdy je cely povrch kapaliny zaplnén molekulami PAL, se jiz dalsi ptidané
molekuly se zde jiZ nemohou hromadit — v této chvili je dosazena CMC. Po ptekroc¢eni CMC
dochazi ke vzniku micel. V polarnim (vodném) rozpoustédle jsou amfifilni molekuly v micele
orientovany hydrofilni ¢asti do roztoku a jadro micely je tvofeno propletenymi nepolarnimi
uhlovodikovymi fetézci amfifilnich molekul, které se stdle snazi minimalizovat kontakt
S polarnim prostfedim. V ptipad€ ionogennich PAL polarni skupiny disociuji a vznikaji tak
nabité micely obklopené elektrickou dvojvrstvou tvofenou disociovanymi protiionty [16, 17].

Velikost i tvar micel jsou zavislé na teploté, molekularni struktute PAL, koncentraci atd.
Ve ziedénych roztocich nad CMC vznikaji malé sférické micely. Se vzrustajici koncentraci
pfibyvaji micely jiného tvaru a zvétsuje se i jejich rozmér, uhlovodikové fetézce se v nich
orientuji rovnobézn¢, az dojde ke vzniku laminarnich micel. Ty jsou sloZzeny ze dvou vrstev
PAL orientovanych uhlovodikovymi fetézci k sobé [17].
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2.3 Optické vlastnosti koloidnich soustav

Pti dopadu svételnych paprski (elektromagnetického zareni) na koloidni soustavu dochazi
soucasn¢ k pravé absorpci a rozptylu dopadajiciho zafeni, avSak podle charakteru koloidni
soustavy (chemické slozeni disperzni faze, velikost ¢astic) vzdy jeden jev prevlada.

K ¢istému rozptylu svétla dochazi, pokud je vinova délka svétla A podstatné vétsSi nez
polomér r koloidnich ¢astic Vv soustave, plati tedy podminka A >>r. V opaéném piipadé
dochazi k odrazu svétla a v soustavé lze pozorovat zdkal (hrubé disperzni soustavy).
Pti pohlceni kvanta svételné energie nedochézi ke zméné energetickych stavli valencnich
elektrontl, ale kvantum pfijaté energie je nasledné vyzareno ndhodné vS§emi sméry beze zmeény
vlnové délky, ¢imz mizeme pozorovat tzv. Tyndallliv jev. Rozptyl zafeni je slozity jev, ktery
zahrnuje podle okolnosti odraz, lom, ohyb a interferenci svétla.

Pii rozptylu svétla plati obdoba Lambert-Beerova zidkona —zmenseni intenzity dopa-
dajiciho svétla lp na hodnotu | pti prichodu vrstvou o tloust'ce | 1ze vyjadiit vztahem:

I =1,-exp(~z-1), 1)

kde 7 je turbidita, mira Gthrnné energie rozptylené pii prichodu paprsku svétla suspenzi
0 jednotkové tloust’ce do vSech stran [11, 13].

2.3.1 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla, nékdy nazyvan jako fotonova korelaéni spektroskopie,
je neinvazivni a nedestruktivni technika, ktera se hojné vyuziva ke stanoveni velikosti
koloidnich ¢astic, pficemz vysledky jsou ve shod¢ s vysledky z elektronového mikroskopu.
Urcité rozdily ve vysledcich mohou byt zplisobeny bud’ rozdilem mezi skutecnym
a hydrodynamickym polomérem, ktery mlZe zahrnovat 1 solvatatni obal nebo
neadsorbovanou vrstvu na povrchu castic, nebo zménou velikosti Castice pii piipraveé
(vysuSovani) vzorku pro elektronovy mikroskop [18, 19].

2.3.2 Princip DLS

Principem metody dynamického rozptylu svétla (DLS) je méfeni fluktuaci intenzity svétla,
které je rozptyleno molekulami ¢i Casticemi ve vzorku v pribéhu Casu. Pii rozptylu svétla
molekulou se ¢ast dopadajiciho svétla rozptyli — kdyby byla molekula stacionarni, mnozstvi
rozptyleného svétla by bylo konstantni. JelikoZ se ale vSechny molekuly v roztoku pohybuji
Brownovym pohybem vzhledem k detektoru, existuji interference (pozitivni nebo negativni),
které zptisobuji zménu intenzity [20, 21].

Intenzita rozptyleného svétla se méni v zavislosti na rychlosti difundujicich ¢astic — ¢im
rychleji Castice difunduji, tim rychleji se intenzita rozptyleného svétla méni. Diftizi molekul
ovliviiuji nasledujici faktory:

e teplota— ¢im vyssi je teplota, tim se molekuly rychleji pohybuji

e viskozita rozpoustédla — ¢im vysSi je viskozita rozpoustédla, tim se molekuly
pomaleji pohybuyji

o velikost molekul — ¢im vétsi jsou molekuly, tim se pomaleji pohybuji

Jsou-li teplota a rozpousStédlo znamy a konstantni, pak je proménlivost intenzity
rozptyleného svétla pfimo Umérnd velikosti molekuly, resp. veli¢in€ nazyvané
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hydrodynamicky polomér Ry Hydrodynamicky polomér je polomér koule, jejiz
hydrodynamické chovani je za dané teploty v daném rozpoustédle shodné jako chovani
sledované disperzni Castice [20].

Autokorela¢ni funkce g(t) popisuje pro monodisperzni systém okamzitou hodnotu
fluktuace intenzity rozptyleného svétla v case t. Je definovana vztahem

-t
g(t) =exp [—J )
tC
kde tc je relaxacni Cas, ktery je charakterizovan jako doba potiebna k navratu fluktuace
k primérné hodnoté intenzity rozptyleného svétla. Hodnotu relaxaéniho ¢asu lze uréit pomoci
difizniho koeficientu D rozptylujicich ¢astic a rovnici
1

te :D_qz' (3)

kde q je rozptylovy vektor, jehoz hodnota je funkci vinové délky dopadajiciho zafeni, indexu
lomu disperzniho prostiedi n a uhlu 6, pod kterym je méfena intenzita rozptyleného svétla.

q:(@j-sing. 4

Rozptylovy vektor 1ze popsat rovnici

A 2

Pomoci Stokes-Einteinovy rovnice lze pirevést difuzni koeficienty meéfenych castic
na velikosti ¢astic:

kT
Ry=——, ()
671D
kde k je Boltzmannova konstanta, T je teplota, 7 je viskozita disperzniho prostiedi a D je
transla¢ni difuzni koeficient [21, 22].

2.3.3 Meéreni velikosti ¢astic

Velikost koloidnich ¢astic mé&fena pomoci DLS odpovida priméru hypotetické koule, ktera by
difundovala stejnou rychlosti, jaka byla zméfena. Brownliv pohyb se méti osvétlenim castic
koloidniho roztoku laserem a analyzovanim fluktuaci intenzity v rozptyleném svétle. Je
znamo, ze velké Castice se v roztoku pohybuji pomalu, naopak malé Castice rychle, coz je
zobrazeno na Obr. 6.
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Obr. 6: Vliv velikosti ¢astic na rychlosti pohybu [23].

2.3.4 Usporadani pristroje Zetasizer Nano pro méieni velikosti ¢astic

Systém pro méfeni velikosti ¢astic se sklada ze Sesti hlavnich komponent. Jako zdroj svétla
pro osvétleni Castic uvniti cely (Obr. 7 —2) se pouziva laser (Obr. 7 —1). Vétsina paprsku
prochazi skrz vzorek, ale n€které jsou rozptyleny ¢asticemi ve vzorku, pro méfeni intenzity
rozptyleného svétla se pouziva detektor (Obr. 7 —3), ktery je umistén pod thlem 173°
(detekce zpétného rozptylu).

/ VO
\

u

Obr. 7: Schéma zarizeni Zetasizer Nano pro méieni velikost cdstic [23].
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Detektor je schopny zméfit intenzitu rozptyleného svétla pouze Vv ur€itém rozsahu, pokud
by detekoval pfiliS§ mnoho svétla, doslo by k jeho pfetizeni. Ke sniZzeni intenzity laseru se
pouziva zeslabovac¢ (Obr. 7 —4), ktery snizuje i intenzitu rozptylu. Signal intenzity rozptylu
pro detektor projde na korelator (Obr. 7—5), kde probihd srovnavani intenzity rozptylu
v n¢kolika po sob¢ jdoucich ¢asovych intervalech, z ¢ehoz korelator odvodi rychlost, jakou se
intenzita méni. Informace z korelatoru piejde do pocitace (Obr. 7 — 6), kde specialni software
analyzuje data a odvozuje informaci o velikosti ¢astic [24].

2.4 Elektrické vlastnosti koloidnich soustav

Koloidni soustavy jsou ovliviiovany vnéjsim elektrickym polem, ktery zpisobuje pohyb
koloidnich ¢astic Vv elektrickém poli — elektroforéza, ¢i disperzniho prostiedi — elektroosmoza.
Pfitomnost castic disperzni faze a Siroce rozvinutého fazového rozhrani v disperznich
soustavdch ma za nasledek zvlastni rdz jejich elektrickych vlastnosti a predevSim vznik
tzv. elektrokinetickych jevii. Podobné jako maly jednoduchy ion kolem sebe vytvari iontovou
atmosféru protiiontt, seskupuji kolem sebe i nabité Castice malé ionty opa¢ného znaménka.
Na fazovém rozhrani mezi disperzni fazi a disperznim prostiedim dochazi k usporadani
opacnych naboju a vznika tak nabita vrstva, ktera se nazyva elektricka dvojvrstva [20, 13].

— Elektricka dvojvrstva

Rovina skluzu

Castice se zapornym
povrchowvym nabojem

Difuizni vrstva

A

¥}
—t
@
s
S
o
<
o
=
=
o
=
o

-100 :
! Povrchowy potencial
Sternlv potencial

mV

Potencial zeta

0 v T T T
vzdalenost od povrchu Castice

Obr. 8: Elektricka dvojvrstva koloidnich castic [23].
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Na Obr. 8 je vidét, ze elektrickou dvojvrstvu Ize rozdélit na dvé zakladni ¢asti. Pevna Cast
blize k povrchu, kde ptisobi adsorpéni sily, a vzdalenéjsi difuzni ¢ast, ve které 1ze adsorpéni
sily zanedbat. Mezi povrchem koloidni ¢astice a roztokem lze rozli§it dva druhy
potencidlovych rozdili — elektrochemicky a elektrokineticky. Hodnota elektrochemického
potencialu je dana celkovym potencialovym rozdilem mezi povrchem castice a roztokem. Je
odpovédny za jevy spojené s vedenim elektrického proudu a za membranové potencidly.
Elektrokineticky potencial, nazyvan také zeta potencial (£ potencial), je dan potencidlovym
rozdilem mezi roztokem a difuzni ¢asti elektrické dvojvrstvy [13, 20].

Jako prvni popsal strukturu elektrické dvojvrstvy H. Helmholtz, ovSsem jeho model
ptedpokladal jeji nehybnost, coz ovSem neni mozné vzhledem k tepelnému pohybu molekul
disperzniho prostfedi. Redlnou pfedstavu dvojvrstvy objasnil Stern, podle kterého je prvni
vrstva, a sni i n€kolik vrstev protiiontl, pfitahovana k povrchu jak elektrostatickymi, tak
adsorpénimi silami. Cést protiiontdl ziistava v blizkosti povrchu a dochazi zde k prudkému
poklesu elektrického potencialu.

Stav povrchu koloidni c¢astice z hlediska jejich elektrického naboje rozhoduje nejen
0 chovani nabitych castic Vv elektrickém poli, ale hraje i dilezitou roli pfi urCovani stability
koloidnich soustav [13]. Mirou tohoto néboje je zeta potencial, ktery odpovidad naboji diftzni
Casti dvojvrstvy. Rozhrani, které charakterizuje, zda je systém stabilni ¢i nikoli, je udavana
hranici +30 mV. Céstice se zeta potencialem zaporngj§im nez -30 mV, nebo kladn&j$im
nez +30 mV povazuji za stabilni.

2.4.1 Méreni zeta potencialu

Pfi méfeni zeta potencidlu se nejdiive zméii elektroforeticka pohyblivost Castic a poté
se pomoci Henryho rovnice (odkaz) vypocte zeta potencial:

U, - 28 f(ka)’

3 (6)

kde Ug je elektroforeticka mobilita, ¢ je dielektricky konstanta, {je zeta potencial, 7 je
viskozita rozpoustédla, f(ka) vyjadiuje Henryho funkci, ktera je pro dané prostiedi
charakteristicka. Pro urceni f(ka) se obecné pouzivaji jako aproximace dvé hodnoty — bud’
1,5 pro polarni média, nebo 1,0 pro nepolarni.

Elektroforeticka pohyblivost se zjisti elektroforézou vzorku. Klasicky mikroelektro-
foreticky systém (Obr. 9) se sklada z cely, ktera ma na kazdém konci elektrodu. Na elektrody
je aplikovan potencial a castice se pohybuji smérem k elektrodé s opacnym nabojem. Je
méfena rychlost castic a vyjadiena v jednotkach intenzity pole jako jejich pohyblivost.
Rychlost pohybu c¢astic se méti metodou laserové Dopplerovy velocimetrie, pti které se svétlo
rozptylené v uhlu 17° kombinuje s referenénim paprskem, coz vyvola kolisajici signal
intenzity, pficemz pom¢ér fluktuace je tmérny rychlosti ¢astic [24].
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Obr. 9: Princip pohybu castic pri méreni elektroforetické pohyblivosti [24].

2.4.2 Usporadani pristroje Zetasizer Nano pro méfieni zeta potencialu

Systém pro méfeni zeta potencidlu se skladé ze Sesti hlavnich komponent. Pro osvétleni ¢astic
ve vzorku se pouziva laser (zdroj svétla, Obr. 10 — 1). Pii méfeni zeta potencialu je zdroj
svétla rozdélen pomoci déli¢e paprski (Obr. 10 —2) — poskytuje tedy dopadajici paprsek
areferenéni paprsek. Laserovy paprsek prochazi kyvetou se vzorkem (Obr.10-3) a je
detekovan rozptyl pod uhlem 17°. Kdyz se na kyvetu aplikuje elektrické pole, vSechny ¢astice
se za¢nou pohybovat k elektrodam, coz zpusobi, ze detekovand intenzita kolisa s frekvenci
umérnou rychlosti ¢astice. Detektor (Obr. 10 —4) posila tuto informaci na digitalni procesor
signalu (Obr.10-5) a informace nasledné¢ piejde do pocitate (Obr.10-6). Software
V pocitaci vytvoii frekvencni spektrum, ze kterého ndsledné spocita elektroforetickou
pohyblivost a zeta potencidl. K zajisténi idedlni intenzity rozptyleného svétla v kyveté se
pouziva zeslabovac (Obr. 10 — 7) [24].

referencni paprsek slucujici optika
>
A
kompenzacéni
optika
3
2 ’:.-' ~ e 4

Obr. 10: Schéma zarizeni Zetasizer Nano pro méreni zeta potencialu.
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2.5 MPT-2 Autotitrator

Titracni jednotka jako soucast piistroje Zetasizer Nano ZS umoziuje zcela automatizovanym
procesem meénit vlastnosti vzorku — pH nebo koncentraci — a pii kazdé zméné zméfit zeta
potencidl, intenzitu nebo velikost Castic.

Schéma zafizeni je zobrazeno na Obr. 11. Zakladni soucasti zafizeni je davkovaci jednotka
(Obr. 11 —1). Vzorek je umistén v plastové lahvicce (Obr. 11 —2). Davkovaci jednotka ma
k dispozici tii lahvicky na titra¢ni ¢inidlo (Obr. 11 —3), které mohou obsahovat kyselinu,
zasadu nebo jinou latku. Odtud je dopraveno potiebné mnozstvi titraéniho ¢inidla do vzorku,
ktery je po celou dobu méfeni michan magnetickym michadlem (Obr. 11 —4). Davkovaci
jednotka obsahuje cerpadlo, které ma za tkol cirkulovat vzorek ptes pruto¢nou kyvetu
umisténou v optické jednotce Zetasizer Nano (Obr.11-6). pH elektroda (Obr.11-5)
pribézné monitoruje hodnotu pH po celou dobu méteni, zatimco regulator teploty v optické
jednotce Zetasizer Nano udrzuje teplotu na zvolené hodnot¢.

Pomoci softwaru lze nastavit pozadovany rozsah pH nebo koncentrace ve vzorku
a pozadovany pocet pridavki, software poté po kazdém ptidavku provede zméteni predem
nastavenych parametrti [25].

080 6

Obr. 11: Schéma zarizeni Zetasizer Nano pro autotitrace [25].
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Obr. 12: Detail davkovaci jednotky.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V dnesni dobé jsou nadorova onemocnéni druhou nejéastéjsi ptic¢inou tmrtnosti jak v Ceské
republice, tak i ve svéte. Proto se stale vice védct z celého svéta zabyva studiem a vyvojem
nosi¢u 1é¢iv. Nosi¢e 1éCiv jsou v soucasnosti studovany v souvislosti s terapeutickymi
systémy, tzn. fizenym uvoliiovanim 1é¢iv z lékovych forem (tzv. drug delivery systems).
dabilita, schopnost vazat 1éCivo zaroven tak pevné, aby byla mozné jeho doprava na misto
urCeni a zéaroven tak slabé, aby bylo mozné jeho uvolnéni a pfechod na aktivni formu.
Rozkladem nosi¢ového systému také nesmi v téle vznikat pro organismus toxické latky, dale
pak nesmi dochazet k nezddoucimu ukladani Skodlivych zbytkl v téle. Pravé tyto nosicové
systémy by mély umoznit prodlouzenou cirkulaci uc¢innych latek v krevnim fecisti s cilenou
aktivaci a selektivnim ucfinkem na cilovou tkan a navic omezit i nezddouci ucinky terapie a
zajistit rozpustnost ve vodé nerozpustnych ucinnych latek.

Obecnym principem cilené¢ho transportu 1éCiv je enkapsulovani 1é¢iva do nanocastice, kterd
umi bud’ sama, nebo pomoci rozpoznavacich elementli na jejim povrchu najit na zékladé
specifickych receptorii na povrchu builky to pravé misto pro ucinek [26, 27]. Diky vyse
zminénym pozadovanym vlastnostem je vyvoj nosicu 1é¢iv nelehkym tikolem pro védce.

Castym problémem pii vyvoji nosi¢i 16¢iv byva hydrofobnost t&innych latek, tudiz i jejich
nerozpustnost ve vod€. Moznym feSenim tohoto problému se jevi spojeni u¢innych latek se
systétmem polyelektrolyt-tenzid. Tenzid, resp. hydrofobni prostiedi vzniklé micely, zajisti
rozpustnost hydrofobnich ucinnych latek, a polyelektrolyt zajisti vnéj$i ochranu agregati
acileni na specifické misto. Kyselina hyaluronovd je vhodnym kandidatem z fad
polyelektrolytii, nejen diky své biokompatibilité, biodegradabilité, ale pfedevsim kvuli afinité
k CD44 receptoru.

Studiem interakci mezi polyelektrolytem a tenzidem se zabyvaly Thralberg a Lindman
[28], kteti zkoumali interakce mezi hyaluronanem sodnym a kationaktivnim tenzidem TTAB
pomoci barviva Orange OT. Zjistili, ze barvivo je nerozpustné ve vodném roztoku
hyaluronanu, ale rozpustné ve vodném roztoku hyaluronanu sodného (NaHya) a TTAB. Dale
zjistili, Ze prvni solubilizacni oblast se nachazi pfi velmi nizké koncentraci TTAB, coz
odpovidd vytvoteni komplexu Hya—TTAB. Pii zvySovani koncentrace dochédzi k fazové
separaci a také ke sniZeni koncentrace tohoto komplexu v supernatantu z diivodu vytvoieni
srazeniny. Poté nasleduje oblast nerozpustnosti barviva, kdy je c¢ast TTAB zaclenéna
ve sraZzenin€ a Cast piitomna v roztoku ve formé volného monomeru. Po dosazeni kritické
micelarni koncentrace dochazi k vytvoreni micel a rozpusténi barviva.

Autofi Thalberg a kol. [29] objasnili vliv délky fetézce alkyltrimethylamoniové soli
(tenzidu) na interakce se sodnou soli kyseliny hyaluronové. Pouzili alkylové fetézce s 8, 9, 10,
12, 14 a 16 uhliky a systémy zkoumali pomoci fazové separace, méfeni vodivosti, NMR
a solubiliza¢nich experimentl a zjistili, Ze navazani tenzidu na hyaluronan je zavislé na délce
fetézce tenzidu, nastava pouze u tenzidl s poctem atomt vyS$im nez deset a pii koncentraci
0 n¢kolik fadl nizsi nez je kritickd micelarni koncentrace. Zjistili, ze postupnym piidavanim
tenzidu K roztoku hyaluronanu dochazi nejprve k navazani molekul tenzidu na hyaluronan,
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poté ke stabilizaci vznikajicich agregatii a az poté se v roztoku zacnou tvofit volné micely,
které jsou vétsi nez micely vazané na fetézec hyaluronanu.

Grundelova a kol. [30] studovali interakce mezi sodnou soli kyseliny hyaluronové (NaHya)
a kvartérni soli benzalkonium chloridu (BAC). Na zéklad¢ DLS experimenti, viskozimetrie
a meéteni povrchového napéti dosli k zavéru, ze NaHya ma v roztoku konformaci nahodného
klubka, které se postupnym ptidavanim BAC rozbaluje, ¢imz roste 1 stiedni velikost Castic.
Bylo také prokazano, ze od urcité koncentrace BAC vznikaji v roztoku agregaty. Zminéné
metody poukazuji na to, ze termodynamické upfednostiiovani interakci BAC-BAC nebo

NaHya-BAC v roztoku hyaluronanu zavisi na koncentraci BAC.
Hansson a Almgren [31] studovali fazové chovéni a agregacni ¢islo alkyltrimethylamo-

niového tenzidu a polyakrylatem sodnym (PA) a polystyren sulfonatem sodnym (PSS)
pomoci zhaseni fluorescence, méteni povrchového napéti a elektrodového méteni. Zjistili, ze
CTAB tvoii ty€inkovité micely. Ve své praci poukazuji na rozdilné chovani systému PA a
CTAB a PSS a CTAB. Pti vysoké koncentraci soli v systému PA a CTAB dochézi k oddéleni
fazi. Dale bylo zjisténo, ze kriticka agregacni koncentrace systému PSS se zvySuje s jeho
rostouci koncentraci a k fazové separaci systému dochazi pii poméru PSS-DoTAB 1:1 jak
ve zfedéném, tak koncentrovaném roztoku (pozn. DoTAB je dodecyltrimetylamonium
bromid). Uvadgéji také, ze doprovodny ion tenzidu nijak neovlivituje agrega¢ni proces. V dalsi
jejich praci pod vedenim Almgrena [32] opét poukazuji na to, Ze agregacni ¢islo nezavisi na
doprovodném iontu ani na koncentraci, ale zvySuje se se zvySujici délkou fetézce tenzidu,
¢imz dosli ke stejnému zavéru jako Thralberg a kol.[29].

Oyarzun-Ampuero a kol. [33] vyvinuli nosi¢ 1é¢iv na bazi hyaluronanovych nanokapsli
za pomoci CTAB. Pouzili kyselinu hyaluronovou o molekulové hmotnosti 29kDa a 160kDa.
Tento nosi¢ charakterizovali méfenim velikosti metodou dynamického rozptylu svétla
a zjistili velikost okolo 200 nm, laserovou Dopplerovou velocimetrii zmé&fili zaporny zeta
potencial (—40mV) a pomoci transmisniho elektronového mikroskopu kulovy tvar, do n¢hoz
ucinné enkapsulovali modelové hydrofobni cytostatikum docetaxel. Je nutné poznamenat, ze
nanokapsle jsou jednoduché na ptipravu, nevyzaduji kovalentni navazani, suspenze je stabilni
pii uchovavani a dokonce je mozné ji lyofilizaci pfeménit na prasek.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

Hyaluronan sodny Hya M, = 116 kDa, CPN spol. s.r.o., Sarze 212-2859
Hya My, = 1669 kDa, CPN spol. s.r.o., Sarze 2013-4722

OH OH
0 HO
HO O O
OH NH
o}\ n
Obr. 13: Strukturni vzorec hyaluronanu

Tenzid CTAB (cetyltrimetylamonium bromid), M,, = 364,46 g-mol™,
CAS: 57-09-0, Sigma, Ultra = 98,0%, Sarze 117K0732

(I';H3 Br~
H3C(H2C)15~N"-CHjs
CHs;
Obr. 14: Strukturni vzorec CTAB.

Rozpoustédlo Mili-Q voda (Milipore Akademic)

4.2 Prehled experimentii

Nejprve byly navrZeny experimenty pro pozorovani stability a interakci v systému
hyaluronan-tenzid v zavislosti na zpusobu pfipravy — bud’ titraci roztoku hyaluronanu
roztokem tenzidu CTAB nebo naopak.

Tabulka 1: Prehled experimentii pFi titracich hyaluronanu roztokem CTAB.

vzorek My, c titrac¢ni ¢inidlo | C

Hya 116 kDa 15 mg-dm'3 CTAB 5 mM
Hya 116 kDa 1g-dm? CTAB 50 mM
Hya 1669 kDa | 15mg-dm™® | CTAB 5mM
Hya 1669 kDa | 1g-dm? CTAB 50 mM
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Tabulka 2: Prehled experimentii pri titracich CTAB roztokem hyaluronanu.

vzorek |c titra¢ni ¢inidlo | M,, c
CTAB |1mM |Hya 116 kDa 1g-dm?
CTAB |1mM |Hya 1669 kDa 1g-dm?

V prvnim pfipad¢é byla koncentrace hyaluronanu zvolena pro porovnani nizké a vysoké
koncentrace, konkrétng byl pouzit nativni hyaluronan o hmotnostni koncentraci 15 mg-dm™,
ktery byl titrovan roztokem CTAB 0 koncentraci 5 mM a nativni hyaluronan o hmotnostni
koncentraci 1 g-dm™, ktery byl titrovan roztokem CTAB o koncentraci 50 mM. Koncentrace
CTAB byla vzdy dopoctena nésledujicim zptisobem.

Ptiklad vypoctu potiebné koncentrace CTAB pro titraci Hya (c=15 mg-dm>)
za predpokladu 100% disociace skupin hyaluronanu:

e na jedné jednotce (resp. dvojjednotce, tzn. monomeru) hyaluronanu existuje pouze
jeden naboj (zaporny) vznikly disociaci karboxylové skupiny
e na jedné molekule CTAB existuje také pouze jeden naboj (kladny) z kvartérni
amoniové soli
c(g-dm®) 15.10°
Mr(monomer) ~ 401,299
e objem vzorku je 10 cm™ — koncentrace naboje je 3,738-10"" mol na10 cm™

e nabojnaHya = =3,738-10"° moli ndboje na1dm™

e koncentrace zdsobniho roztoku CTAB zvolena 10krat vétsi, nez je koncentrace
naboje hyaluronanu v roztoku, 5-10° mol-cm® =5 mMm

V piipadé, kdy roli titra¢niho ¢inidla tvofil hyaluronan, byla zvolena koncentrace tenzidu
CTAB tak, aby byly v roztoku pifitomné micely, tzn. okolo CMC a koncentrace hyaluronanu
dopoctena obdobnym zplsobem jako v prvnim ptipad€, konkrétné byl tedy pouzit CTAB
o koncentraci 1 mM a nativni hyaluronan o hmotnostni koncentraci 1 g-dm™.

Pro porovnani vlivu molekulové hmotnosti hyaluronanu na interakci ¢i stabilitu byly
vybrany dvé molekulové hmotnosti hyaluronanu — 116 kDa a 1669 kDa. Prostiedi jednotli-
vych systému bylo tvofeno Mili-Q vodou.

4.3 Priprava vzorki

4.3.1 Priprava zasobniho roztoku hyaluronanu

Nejprve bylo na analytickych vahach odvéazeno potfebné mnozstvi praSkového hyaluronanu
a doplnéno Mili-Q vodou na pozadovany objem. Roztok byl michan na magnetické michacce
alespoil 24 hodin a poté uchovan v lednici, maximalné vSak tyden. Byla zvolena hmotnostni
koncentrace (g-dm™) z divodu polymerniho charakteru hyaluronanu. Vysledna koncentrace
zasobniho roztoku byla 15mg-dm® a 1 g-dm™® smolekulovou hmotnosti hyaluronanu
116 kDa a 1669 kDa.
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4.3.2 Priprava zasobniho roztoku CTAB

Potiebné mnozstvi tenzidu bylo navazeno na analytickych vahach, doplnéno vodou
na pozadovany objem a dikladné rozmichano na magnetické michacce. Zasobni roztok byl
uchovavan pfi laboratorni teploté, aby nedoslo k jeho vysrazeni pfti nizsi teploté v lednici.
Vysledna koncentrace zasobniho roztoku byla 1 mM, 5 mM a 50 mM.

4.4 Meéreni a vyhodnoceni dat

44,1 Automaticka titrace

Meéfeni titraci bylo provedeno na zafizeni Zetasizer Nano od spolecnosti Malvern Instruments.
Titrace byly provedeny dvéma zpisoby — titrace roztoku hyaluronanu roztokem CTAB
a naopak v nastaveném rozsahu koncentraci.

Po kazdém ptidavku titraéniho ¢inidla a dikladném promichani byly automaticky méfeny
hodnoty zeta potencialu, velikosti ¢astic v rezimu autotitration.

Obecny postup autotitrace byl nasledovny. Titrovany roztok mél objem 10 cm™. Konstantni
teplota po dobu méfeni byla zajiStovdna pomoci zabudovaného termostatu, konkrétné
na teploté 25,0+0,1 °C. M¢éteni probihalo v prato¢né cele. Bylo zvoleno koncentracni rozmezi
titratniho ¢inidla a nastaven pocet bodid vtomto rozmezi, jednotlivé koncentrace byly
nastaveny automaticky. Po spusténi méteni piistroj zméti po kazdém piidavku zeta potencial
a velikost c¢astic. Vysledkem méteni je graf zavislosti zeta potencidlu a velikosti castic
na koncentraci titra¢niho ¢inidla. Software také vyhodnoti isoelektricky bod (IEP).

4.41.1 Velikost castic

Pti méfeni velikosti Castic byl pozorovan piedevs§im pribéh korelaéni kiivky, podle které byly
data vyhodnocovany. Na Obr. 15 jsou zobrazeny obecné korelaéni kiivky pro vzorek
s obsahem malych nebo velkych castic. Déle je zde zobrazena kiivka pro kontaminovany
vzorek, coz muze vypovidat o obsahu prachovych castic ve vzorku nebo polydisperzité
systému — systém obsahuje velké i malé ¢éstice.

Vysledkem je graf zavislosti velikosti Castic, tzv. z-average, na koncentraci titraéniho
¢inidla. Hodnota z-average je podle ISO 22412 definovand jako prumérnd velikost
harmonického priméru castice. Vzhledem k tomu, ze je ziskana pramérna velikost ¢astic
vazena podle paté mocniny, jsou velké Castice velmi nadhodnoceny a muze se stat, Ze velka
intenzita zafeni rozptyleného na vétSich ¢asticich zastini frakce malych castic. Z-average (D,)
1ze ziskat podle nasledujici rovnice:

b, ~ 22, ()
P e s

2.D
kde D; odpovida priméru i-té Castice.

Hodnota z-average je porovnatelnd s pruméry zméfenymi jinymi technikami pouze
v piipad¢ kulovitych, nebo skoro kulovitych ¢astic monodisperzniho systému ve vhodném
prostiedi. Je to hydrodynamicky parametr, proto ho lze pouzit pouze pro métfeni Castic
Vv disperznim prostfedi nebo molekuly v roztoku [34].
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Obr. 15: Korelacni funkce v zavislosti na kvalité vrozku [24].

Déle byla sledovana hodnota tzv. count rate, kterd vyjadiuje pocet dopadajicich fotonli
za sekundu (viz Obr. 16). Lze tedy fici, Ze oba tyto parametry vypovidaji o kvalité vzorku.

normalni rychlost éitani pfitommny prach

AN o

count rate
keps

cas

SV M W
= WM \W (4 5 W‘M MW"W

Obr. 16. Count rate v zavislosti na kvalité vzorku [24].

4.4.1.2 Zeta potencidal

Pii méfeni zeta potencidlu byl sledovan tzv. phase plot (fazové vyneseni), ktery vyjadiuje
fazovou odezvu na vloZené napéti na elektrodach méftici cely. Na zacatku méteni dochazi
k prepolovani elektrod méfici cely velice rychle — az 15krat za minutu, software urci
elektroforetickou mobilitu a nasledn¢ stfedni hodnotu zeta potencidlu. Jestlize je vodivost
vzorku dostatecné nizka, dojde k pomalému pulzu napéti, diky kterému dojde k zptesnéni
mefeni a hodnoty zeta potenciadlu. Jestlize vodivost neni dostate¢né nizkd, nedochézi
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k pomalému pulzu napéti, nebot’ by vlozené napéti mohlo narusit vzorek nebo by mohlo dojit
k zoxidovani elektrod.

Je-li phase plot vyobrazen v kladnych hodnotach, znamena to, Ze Castice v systému maji
vng&jsi kladny naboj, v opacném piipad€ maji Castice naboj zaporny (viz. Obr. 17).

faze (rad)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
cas (s)

Obr. 17: Vyobrazeni phase plot systému s vnéjSim zdpornym ndbojem.

4.4.2 Statistika

Vsechny autotitrace byly provedeny minimalné tfikrat. Meéfeni velikosti Castic a zeta
potencidlu bylo provedeny tiikrat v kazdém méteni, prezentované zdvislosti jsou tedy
pramérem z celkem deviti méfent.

K jednotlivym hodnotdm byla v programu MS Excel stanovena smérodatnd odchylka
a v grafech jsou ziskané smérodatné odchylky zndzornény pomoci chybovych usecek.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Dynamicky rozptyl svétla

Na Obr. 18 a Obr. 19 je vyobrazen teoreticky prub¢h titrace. Jak jiz bylo zminéno vyse,
hyaluronan se v roztoku vyskytuje ve formé zkroucené stuhovité struktury. Cervena oblast je
relativné hydrofobni, zatimco modré oblast vice hydrofilni. Dsledkem doménové struktury je
omezena difuze molekul skrz sité¢ hyaluronanu, proto se mohou malé molekuly, jako je voda
nebo pravé molekuly tenzidu, volné §ifit uvnitt domény.

Na Obr. 18 je vyobrazen teoreticky pribéh titrace roztoku CTAB do roztoku hyaluronanu.
K roztoku hyaluronanu je po malych krocich pfidavan roztok CTAB a jednotlivé molekuly
tenzidu interaguji s disociovanymi karboxylovymi skupinami hyaluronanu. V okamziku, kdy
je koncentrace tenzidu dostate¢na, zacnou se na disociovanych karboxylovych skupinach
fetézce hyaluronanu vytvaiet drobné agregaty, tzv. minimicely, které jsou poutany elektro-
statickymi silami. Vysledkem je struktura nazyvand ,perlovy ndhrdelnik®. Pfi dosazeni
isoelektrického bodu dochéazi k interakei vSech disociovanych karboxylovych skupin
hyaluronanu s molekulami CTAB, systém ma tedy vné&jsi nulovy naboj. Pii dal§im piidavku
CTAB jiz nedochazi k dal§im interakcim hyaluronanu s molekulami tenzidu, ale v roztoku se
zacnou tvofit volné micely.

Obr. 18: Pribéh titrace tenzidu do hyaluronanu.

Na Obr. 19 je vyobrazen teoreticky pribéh titrace roztoku hyaluronanu do roztoku CTAB.
K roztoku CTAB je pomalu ptidavan roztok hyaluronanu. Jestlize je koncentrace tenzidu
vétsi nez CMC, jsou v roztoku piitomny micely. Postupnym pfidavanim roztoku hyaluronanu
dochazi k interakci kladnych hlav micel s disociovanymi karboxylovymi skupinami
hyaluronanu. K interakcim dochazi tak dlouho, dokud jsou v roztoku pritomny kladné nabité
hlavy micel.
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Obr. 19: Pribéh titrace hyaluronanu do tenzidu.

5.1.1 Titrace CTAB do hyaluronanu (M, = 116 kDa) ve vodném prostiedi

Obr. 20 a Obr. 21 zobrazuji prabéh titrace CTAB do hyaluronanu o molekulové hmotnosti
116 kDa a rizné koncentraci hyaluronanu ve vodném prostiedi.

Obr. 20 zobrazuje prub¢h titrace CTAB 0 koncentraci 5mM do hyaluronanu o koncentraci
15 mg-dm™ ve vodném prostiedi. Je zde vyobrazena zavislost zeta potencialu a velikosti
¢astic na koncentraci ptidavaného tenzidu ve vzorku. Roztok hyaluronanu ma vné&jsi zaporny
naboj, tudiz zéporny zeta potencial, ktery lezi na hranici —30 mV, z ¢ehoz lze usoudit, Ze je
systém zpocatku stabilni. Postupnym pifidavanim CTAB dochazi k postupnému navazani
kladnych hlav molekul tenzidu na zaporné nabité disociované karboxylové skupiny
hyaluronanu. Isoelektricky bod je dosaZen pti koncentraci tenzidu ve vzorku 0,275 mM. Poté
ziska roztok postupnym pridavanim CTAB vnéjsi kladny nédboj, ktery vSak neni dostatecné
vysoky, aby bylo systém moZno povazovat za stabilni. Pfi dosazeni isoelektrického bodu
dochazi k fazové separaci systému — vysrazeni v dusledku vykompenzovani naboji
v systtmu. VSechny disociované karboxylové skupiny hyaluronanu, které zajiStuji
rozpustnost fetézce hyaluronanu ve vod¢, jsou ,,okupovany* navazanymi molekulami tenzidu.
Na zacatku titrace, kdy je v roztoku ptitomen pouze hyaluronan, se velikost ¢astic pohybuje
v rozmezi 400-800 nm, tyto hodnoty jsou vSak zatizeny nezanedbatelnou chybou, coz lze
usuzovat podle chybovych tsecek. Jiz diive bylo zjisténo, ze samotny roztok hyaluronanu je
velice polydisperzni, a proto jsou tyto hodnoty zatizeny velkou chybou [35]. Velikost ¢astic
tésn¢ po fazové separaci se pohybuje okolo 600-800 nm, dalsim piidavkem vSak dochazi
Kk rozpusténi vzniklych agregatti a velikost je v rozmezi 300—400 nm.

Obr. 21 zobrazuje prubé¢h titrace CTAB o koncentraci 50 mM do hyaluronanu o koncen-
traci 1 g-dm™ ve vodném prostredi. K dosaZeni isoelektrického bodu dochazi pii koncentraci
CTAB ve vzorku 3,000 mM, coz je ptiblizné 10krat vétsi hodnota IEP nez u koncentrace
15 mg-dm™, pfigemz jeho koncentrace je p¥iblizng 60krat v&tsi. Z tohoto faktu Ize usuzovat,
7e interakce Vv systému hyaluronan-tenzid jsou zna¢né ovlivnény koncentraci hyaluronanu.
V porovnani s Obr. 20 je pribé¢h zavislosti velikosti ¢astic na koncentraci odlisny. Predevsim
zde nedochazi k vytvoteni velkych agregati jako pii niz§i koncentraci, pii dosazeni IEP
dochézi k fazové separaci V mensi mife a velikost ¢astic se pohybuje okolo 500 nm.
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Obr. 20: Priibéh titrace CTAB (5 mM) do hyaluronanu (c = 15 mg-dm’).
30 1000

©— zeta potencial

20 1 A z-average {) % ) 800
10 - [ 4 <1T>

= —
& £
é 0 T T CDI T - 600 5
< ) 1 2 3 A 4 5 N
g -10 4 o
3 % 4} 3
] =
207 1 3 £ R
D
N _30 i @ @
S $ @ B . - 200
40 A
-50 0

koncentrace tenzidu (mM)

Obr. 21: Priibéh titrace CTAB (50 mM) do hyaluronanu (¢ = 1 g-dm™).

5.1.2 Titrace CTAB do hyaluronanu (Mw = 1669 kDa) ve vodném prostiedi

Obr. 22 a Obr. 23 zobrazuji prubéh titrace CTAB do hyaluronanu o molekulové hmotnosti
1669 kDa a rizné koncentraci hyaluronanu ve vodném prostiedi.

Obr. 22 znazornuje prubéh titrace CTAB o Kkoncentraci 5mM do hyaluronanu
o koncentraci 15 mg-dm™ ve vodném prostiedi. Je zde vyobrazena zavislost zeta potencialu
a velikosti Castic (z-average) na koncentraci piidavaného tenzidu do vzorku. Na zacatku
obsahuje systém pouze hyaluronan, tudiZ méa zaporny zeta potencial, postupnym piidavanim
CTAB dochazelo ke zvysSovani zeta potencidlu. K dosazeni IEP dochdzi pii koncentraci
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tenzidu ve vzorku 0,290 mM. Pribéh zeta potencialu na Obr. 22 je podobny s prubéhem
na Obr. 22, ma velice podobnou i hodnotu zeta potencialu, z ¢ehoZ lze usoudit, Ze hodnota
IEP neni ovlivnéna molekulovou hmotnosti. Ze zavislosti velikosti ¢astic na koncentraci
pfidavaného tenzidu lze fici, ze postupné dochazi ke vzniku agregatii, ale pii dosazeni IEP
nedochazi Kk vysrazeni ani k rozpuSténi vzniklych agregati a velikost ¢astic se pohybuje
kolem konstantni velikosti 500 nm. Ve vzorku bylo mozné po skoneni méfeni pozorovat
jemnou bilou srazeninu.
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Obr. 22: Priibéh titrace CTAB (5 mM) do hyaluronanu (c = 15 mg-dm’).

Na Obr. 23 je zobrazen pribéh titrace CTAB o koncentraci 50 mM do hyaluronanu
o koncentraci 1 g-dm™ ve vodném prostiedi. Ze zéavislosti zeta potencialu na koncentraci lze
usuzovat o vysoké pocatecni stabilité¢ systému, nebot zeta potencial na pocatku titrace je
—63 mV. Po dosaZeni IEP pii koncentraci 0,290 mM ziskava systém kladny zeta potencial.
Od koncentrace tenzidu v roztoku 3,8 mM ma vzorek pftiblizné konstantni zeta potencial
okolo hodnoty 15 mV. Prubéh zavislosti velikosti Castic na koncentraci je podobny jako
Vv piipadé nizkomolekularniho hyaluronanu o stejné koncentraci viz Obr. 21, nejdfive jsou
Vv roztoku piitomny vEtsi ¢astice samotného hyaluronanu, ovsem pribéh korela¢ni funkce neni
idealni. Tato kombinace koncentraci vede ke vzniku velice polydisperzniho systému, ktery
byl v mnoha ptipadech neméfitelny z divodu vysrazeni systému. Z grafu je odebran prvni
bod z prubéhu velikosti ¢astic, nebot’ jeho velikost (5393 nm) zkreslovala vSechny ostatni.
Vysrazeny systém je vyfocen na Obr. 24. V roztoku béhem titrace vznikaly bilé sraZeniny,
které znesnadnovaly méteni. Ve vétsing piipadt nebylo titraci mozné doméfit, nebot’ velikost
vzniklych sraZenin nebyl pfistroj schopny zméfit.
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Obr. 23: Priibéh titrace CTAB (50 mM) do hyaluronanu (¢ = 1 g-dm™).
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Obr. 24: Vzniklé srazeniny pFi titraci CTAB (50 mM) do hyaluronanu (c = 1 g-dm™).

5.1.3 Titrace hyaluronanu (Mw = 116 kDa) do CTAB ve vodném prostiedi

Na Obr. 25 je znazornén prub¢h titrace hyaluronanu o koncentraci 1 g-dm'3 a molekulové
hmotnosti 116 kDa do CTAB o koncentraci 1 mM ve vodném prostiedi. Na zacatku titrace
obsahuje vzorek pouze CTAB, tudiz méa systém kladny zeta potencial. Postupnym piiddvanim
hyaluronanu dochézi k interakcim kladného CTAB se zapornym hyaluronanem a vnéjsi
naboj, tudiz i zeta potencidl se postupné sniZzuje. Nulového vnéjSiho ndboje dosdhl systém
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pii koncentraci hyaluronanu v roztoku 0,144 g-dm™. Dalsim pridavkem hyaluronanu ziskava
systém vngjsi zaporny naboj, tudiz i zeta potencial. Od koncentrace 0,5 g-dm™ se hodnota zeta
potencidlu ustdlila na hodnoté¢ —30 mV, takze lze fici, Ze je systém stabilni. Déle je zde
vyobrazena zavislost z-average na koncentraci hyaluronanu v roztoku. Postupnym ptidavanim
hyaluronanu dochazi k interakcim a zvétSovani velikosti ¢astic — tvorbé agregati. Nejvetsi
¢astice jsou pritomny v roztoku pii dosazeni IEP — dochazi k fazové separaci, poté se systém
vraci do ptivodniho rovnovazného stavu a velikost ¢astic se ustali na hodnoté okolo 180 nm.
Pribéh korelacnich funkci je zobrazen v piiloze 9.1. Na této velikosti se systém ustali jiz
od koncentrace hyaluronanu v roztoku 0,25 g-dm?. Stejného vysledku dosahli ve svych
experimentech i Oyarzun-Ampuero a kol. [33], ktefi se stejnym systémem namé&fili velikost
¢astic okolo 200 nm.
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Obr. 25: Pribéh titrace hyaluronanu (c = 1 g-dm™®) do CTAB ( 1mM).

5.1.4 Titrace hyaluronanu (Mw = 1669 kDa) do CTAB ve vodném prostiedi

Na Obr. 27 je znazornén pribéh titrace hyaluronanu o koncentraci 1 g-dm™ a molekulové
hmotnosti 1669 kDa do CTAB o koncentraci 1 mM ve vodném prostiedi. Pribéh zavislosti
zeta potencialu na koncentraci hyaluronanu je podobny jako v piipad¢é nizkomolekularniho
hyaluronanu. Isoelektrického bodu bylo dosazeno pii koncentraci hyaluronanu v roztoku
0,210 g-dm™. Zavislost z-average na koncentraci hyaluronanu se zdé4 byt také podobna, ale
pfi bliz§im zkoumani systému bylo sledovanim pribéhu korelacni funkce (viz. Obr. 26)
zjisténo, ze systém je po celou dobu velmi polydisperzni.
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Obr. 26: Priklad neidedlni pritbéh korelacni funkce pi titraci hyaluronanu (1 g-dm*) do CTAB
(2 mM) p#i nulovéem pridavku hyaluronanu.
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Obr. 27: Pritbéh titrace hyaluronanu (¢ = 1 g-dm™®) do CTAB (1 mM).

5.2 Disociace hyaluronanu

5.2.1 Titrace CTAB do hyaluronanu

Hyaluronan neni v roztoku 100% disociovdn, redlnou disociaci lze vypocitat pomoci
1soelektrického bodu zjisténého pfi titraci nasledujicim zplisobem:
e predpokladame disociaci vSech karboxylovych skupin hyaluronanu, coz znamena,
ze vzorek (10 cm™, 15 mg-dm™) obsahuje 3,738 -107 moli naboje (vypodet kapitola
4.2, naboj zavisi na koncentraci hyaluronanu)
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e pii dosazeni IEP ma systém nulovy vnéj$i naboj, coz znamend, ze jsou vSechny
ptistupné molekuly hyaluronanu obsazeny molekulami tenzidu, jehoZ koncentrace
Vv roztoku je znama a lze z ni vypocitat naboj v roztoku

e redlnou disociaci lze vypocitat vydélenim hodnoty koncentrace tenzidu v IEP
hodnotou naboje pti 100% disociaci

Tabulka 3: Disociace hyaluronanu pri titraci CTAB do hyaluronanu.

vzorek koncentrace | IEP naboj Hya v 10 cm™ realna disociace
Hya 116 kDa | 15 mg-dm™® | 0,274 mM | 3,738-10" moli 73,5 %
Hya 1669 kDa | 15 mg-dm™> | 0,290 mM | 3,738-10" molii 77,7 %
Hya 116 kDa | 1g-dm? 3,000 MM | 2,492:10° moli 12,0 %
Hya 1669 kDa | 1 g-dm™ 2,810 mM | 2,492:10®° mola 11,3 %

Vysledna realna disociace nizkomolekularniho hyaluronanu (116 kDa) je znaéné zavisla
najeho koncentraci, stejné¢ tak 1 redlnd disociace vysokomolekularniho hyaluronanu
(1669 kDa). Pfi koncentraci hyaluronanu 15 mg-dm® je zjisténa realna disociace
nizkomolekularniho hyaluronanu 73,5 %, coz je porovnatelnd hodnota s realnou disociaci
vysokomolekularniho hyaluronanu o stejné koncentraci, 77,7 %. Pfi koncentraci hyaluronanu
1g-dm? je zjisténa realnd disociace nizkomolekuldrniho hyaluronanu 12,0 %, coZz je opét
porovnatelna hodnota s realnou disociaci vysokomolekuldrniho hyaluronanu o stejné
koncentraci, 11,3 %.

Z vysledk tedy vyplyva, ze redlna disociace neni zavisld na molekulové hmotnosti
hyaluronanu, jak by se dalo ocekévat, ale pouze na jeho koncentraci. Tento jev je pravdée-
podobné zpuisoben uspotadanim hyaluronanu v roztoku. Hyaluronan ma pfti nizké koncentraci
jinou konformaci neZ pii vysoké. Pii nizké koncentraci se hyaluronan Vv roztoku nachazi
ve formé ,,natazené¢ho* fetézce s dobrou dostupnosti karboxylovych skupin pro molekuly
tenzidu. Oproti tomu pfi vysoké koncentraci se hyaluronan sbali do klubka, ¢imZ se stanou
karboxylové skupiny Spatné¢ dostupné, coz je pri¢inou zjisténi nizSiho stupné disociace
hyaluronanu.

5.2.2 Titrace hyaluronanu do CTAB

Za predpokladu Ze je hyaluronan v roztoku 100% disociovan a s pomoci zjiSténého
isoelektrického bodu pii titraci 1ze redlnou disociaci hyaluronanu vypocitat nasledujicim
zpusobem:
e piedpokladame disociaci vSech karboxylovych skupin hyaluronanu, to znamena,
Ze titraéni &inidlo obsahuje 2,492 -10° molé nboje v 1 cm™
e pii dosazeni IEP ma systém vnéjsi nulovy naboj, takze vSechny kladné nabité hlavy
tenzidu jsou vykompenzovany zaporné nabitymi disociovanymi karboxylovymi
skupinami, jejichZ koncentrace v roztoku je zndma a lze z ni vypocitat redlny naboj
v roztoku
e realnou disociaci Ize vypocitat pod€lenim redlného naboje v roztoku a néboje
pti 100% disociaci
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Tabulka 4: Disociace hyaluronanu pri titraci hyaluronanu do CTAB.

vzorek koncentrace | IEP realny naboj Hya | realna disociace
vicm?

Hya 116 kDa |1 g-dm™ 0,144 g-dm™ | 3,597-10" mola 14,4 %

Hya 1669 kDa | 1 g-dm™ 0,210 g-dm™ | 5,233-10” mola 21,0 %

Vysledna realna disociace nizkomolekularniho hyaluronanu pii titraci do CTAB o0 koncentraci
1 mM je 14,4 %. Ziskana realna disociace vysokomolekularniho hyaluronanu je 21,0 %, coz

je porovnatelnd hodnota s nizkomolekularnim hyaluronanem pfi stejném zplisobu titrace.

Redlna disociace je pomérné nizkd, coz je pravdépodobné zplsobeno odliSnou interakci
slozek kviili sterickému branéni. Systém hyaluronan-tenzid je velice dynamicky systém, ve

kterém dochazi k neustadlému pfeuspofddani jednotlivych slozek, které jsou vazany pouze
elektrostatickymi interakcemi. Zjisténé hodnoty realné disociace hyaluronanu jsou proto
ovlivnény dynamikou systému a nejednd se tedy o kone¢né a jednozna¢né hodnoty.
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6 ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo stanoveni vlivu zptsobu pfipravy systému biopolymer-tenzid
na interakce a stabilitu vzniklych komplexti. Konkrétnim studovanym systémem se stal
komplex nativniho hyaluronanu s kationaktivnim tenzidem cetyltrimetylamonium bromidem.
Byla provedena reserSe tykajici se studia stability a interakci v systémech biopolymer-tenzid
se zvlastnim dirazem na interakce opacné nabitych castic. Bylo zjisténo, Ze nebyla
publikovana zadnd prace =zabyvajici se studiem systému hyaluronan-tenzid pomoci
autotitrace. Byly shromazdény literarni poznatky zabyvajici se predev$im interakcemi
hyaluronanu a alkyltrimetylamoniovych soli a zkoumani téchto systémi metodou
dynamického rozptylu svétla.

V této praci byla zkoumana stabilita a interakce nativniho hyaluronanu a kationaktivniho
tenzidu CTAB ve vodném prostiedi v zavislosti na zplsobu piipravy téchto systémd.
Pro charakterizaci vlastnosti téchto systémi byla vybrana metoda dynamického rozptylu
svétla, konkrétn¢ meétfeni zeta potencidlu a velikosti Castic. Pro porovnani byl pouzit
nizkomolekularni a vysokomolekularni hyaluronan o koncentraci 15 mg-dm®a 1 g-dm™. Byly
navrzeny experimenty liSici se zplsobem pfipravy systému — bud’ titraci roztoku CTAB
do roztoku hyaluronanu nebo naopak.

Pti titracich CTAB do hyaluronanu byl po malych krocich pfidavan tenzid a dochéazelo
K postupnému navazani na hyaluronan a vzniku micel. V syst¢tmu tedy dochézelo
K interakcim zaporného hyaluronanu s kladné nabitym CTAB. K dosazeni isoelektrického
bodu (IEP) dochéazelo pii vyrovndni naboji jednotlivych slozek v systému. V piipadé
nizkomolekularniho hyaluronanu o koncentraci 15 mg-dm™ byl dosazen IEP pii podobné
koncentraci tenzidu v roztoku jako u vysokomolekularniho hyaluronanu. Podobna shoda byla
zji§téna i u koncentrace hyaluronanu 1 g-dm™. P¥ porovnani hyaluronanu o koncentraci
15 mg-dm™ a 1 g-dm™ se hodnota IEP li§i pfiblizn& 10krat, oviem koncentrace hyaluronanu
ptiblizn¢ 60krat. Lze tedy fici, ze molekulova hmotnost hyaluronanu neovliviiuje interakce.
Interakce jsou v tomto pfipadné zna¢né ovlivnény koncentraci hyaluronanu.

Pti titracich hyaluronanu do CTAB byl do roztoku CTAB pfidavan hyaluronan po malych
krocich. Micely pfitomné v roztoku tenzidu byly postupné obalovany hyaluronanem.
K vyrovnani naboje dochazelo pifi pfiblizné stejné koncentraci jak nizko- tak
vysokomolekularniho hyaluronanu v roztoku.

Déle byla stanovena disociace hyaluronanu v roztoku. Realnd disociace nizko-
molekuldrniho hyaluronanu o koncentraci 15 mg-dm'3 je velice podobna hodnoté disociace
vysokomolekularniho hyaluronanu o stejné koncentraci. Konkrétné¢ se hodnota disociace
pohybuje okolo 75 %. V piipadé vyssi koncentrace hyaluronanu, 1 g-dm?3, jsou hodnoty
disociace podstatné nizsi, nez pti koncentraci 15 mg-dm'3. Hodnoty disociace jsou opét velice
podobné u nizko- i vysokomolekularniho hyaluronanu, konkrétn¢ okolo 11,5 %. Ackoli by
m¢él byt hyaluronan v roztoku disociovan nezdvisle na koncentraci, na zdkladé nasi metody
tomu tak neni. Dlivodem je rozdilnd konformace hyaluronanu v roztoku, hyaluronan o nizké
koncentraci zaujima v roztoku formu natazeného tetézce s dobrou dostupnosti karboxylovych
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skupin. Oproti tomu hyaluronan o vysoké koncentraci je v roztoku sbalen do klubka, coz je
pti¢inou Spatné dostupnosti karboxylovych skupin, coZ znesnadiuje interakce s tenzidem.

Nejvhodnéjsim systémem z hlediska vyuziti jako nosice biologicky aktivnich latek se jevi
systém o sloZeni nizkomolekularni hyaluronan o koncentraci 1 g-dm™ a CTAB o koncentraci
1 mM. Vyhodou tohoto systému je predevS§im velikost agregati v systému pod 200 nm
v Sirokém rozmezi koncentrace hyaluronanu. Tato velikost je nutnd k ,pfeziti“ nosice
biologicky aktivni latky v téle pacienta, protoze Castice veétsi nez 200 nm jsou napadeny
bilymi krvinkami a dochazi k odstranéni imunitnim systémem. Lze konstatovat, ze bylo
dosazeno stejnych vysledk, jako ve své praci uvadéji Oyarzun-Ampuero a kol. [33].

Na zavér lze konstatovat, ze cile bakalaiské prace byly splnény. Prace poskytla zakladni
informace o vlivu zptlisobu piipravy systému biopolymer-tenzid. Na tuto praci by bylo vhodné
navazat a pokracovat v charakterizaci systémi, napiiklad se zaméfit na stabilitu v Case ¢i
pti fyziologické teploté. Dale by bylo vhodné pouzit jako rozpoustédlo fyziologicky roztok a
prostudovat stabilitu téchto systémd.

38



7 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1] Velky  lékarsky  slovnik. 2008 [cit. 2014-03-20]. Dostupné  z:
http://lekarske.slovniky.cz/lexikon-pojem/hyaloideus-1

[2] HASCALL, V. C.aT. C. LAURENT. Hyaluronan: Structure and Physical Properties. In:
Glycoforum [online]. 1997 [cit. 2014-03-21]. Dostupné z:
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA01/HAOLE.html

[3] Znamy neznamy hyaluronan. In: Chempoint [online]. 2011 [cit. 2014-03-20]. Dostupné z:
http://www.chempoint.cz/znamy-neznamy-hyaluronan

[4] VASI, Ana-Maria, Marcel lonel POPA, Maria BUTNARU, Gianina DODI a Liliana
VERESTIUC. Chemical functionalization of hyaluronic acid for drug delivery applications:
Monolayers and Micelles. Materials Science and Engineering: C. Hoboken, NJ, USA: John
Wiley, 2014, vol. 38, issue 1, s. 1-9. DOI: 10.1016/j.msec.2014.01.052. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0928493114000605

[5] SCHANTE, Carole E., Guy ZUBER, Corinne HERLIN a Thierry F. VANDAMME.
Chemical modifications of hyaluronic acid for the synthesis of derivatives for a broad range
of biomedical applications: the scientific and clinical evidence. Carbohydrate Polymers.
2011, vol. 85, issue 3, s. 469-489. DOI: 10.1016/j.carbpol.2011.03.019. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1748681507001805

[6] PRICE, Richard D., M.G. BERRY a Harshad A. NAVSARIA. Hyaluronic acid: the
scientific and clinical evidence. Journal of Plastic, Reconstructive. 2007, vol. 60, issue 10, s.
1110-1119. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1748681507001805

[7] STERN, R a GIOVANNI ABATANGELO. Hyaluronan catabolism: a new metabolic
pathway. European Journal of Cell Biology. 2004, vol. 83, issue 7, s. 317-325. DOI:
10.1078/0171-9335-00392. Dostupné zZ: http://doi.wiley.com/10.1046/j.1524-
475X.1999.00079.x

[8] ARNDT, Tomas. Kyselina hyaluronova. In: Celostnimedicina [online]. 2009 [cit. 2014-
03-23]. Dostupné z: www.celostnimedicina.cz/kyselina-hyaluronova.htm

[9] NECAS, J., BARTOSIKOVA, L., BRAUER, P., KOLAR, J.: Hyaluronic acid
(hyaluronan): a review. Veterinarni Medicina. 2008, ro¢. 53, ¢. 8. Dostupné z:
http://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/02029.pdf

[10] CHEN, W. Y. JOHN a GIOVANNI ABATANGELO. Functions of hyaluronan in wound
repair. Wound Repair and Regeneration. 1999, vol. 7, issue 2, s. 79-89. DOI: 10.1046/j.1524-
475X.1999.00079.x. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1046/j.1524-475X.1999.00079.x
[11] POUCHLY, Julius. Fyzikdlni chemie makromolekuldrnich a koloidnich soustav. 2. vyd.
VSCHT, 2001, 198 s. ISBN 80-708-0422-X.

[12] Bartovska Lidmila, Siskova Marie: Fyzikdlni chemie povrchii a koloidnich soustav. 5th
ed. Praha : VSCHT Praha, 2005. P. 101. ISBN 80-7080-579-X

[13] KVITEK, Libor. Zdklady koloidni chemie. 1. vyd. Olomouc: Univerzita Palackého v
Olomouci, 2007, 70 s. ISBN 978-80-244-1669-4.

39



[14] MULLEROVA, Martina, SVAB, Marek, MOREIRA DOS SANTOS, Manuela. Méfeni
kritickych micelarnich koncentraci tenzidii ve vodnych roztocich. Chemické listy, 2007, Roc.
101, ¢. 6, s. 509-514. ISSN: 0009-2770

[IS]THEVENOT, Caroline, Bruno GRASSL, Guillaume BASTIAT a William BINANA.
Aggregation number and critical micellar concentration of surfactant determined by time-
dependent static light scattering (TDSLS) and conductivity. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects. 2005, vol. 252, 2-3. DOI: 10.1016/j.colsurfa.
2004.10.062.http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927775704007812

[16] Surfactants in Solution: Monolayers and Micelles. Surfactant Science and Technology.
Hoboken, NJ, USA: John Wiley, 2005-09-09. DOI: 10.1002/047174607X.ch4. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/047174607X.ch4

[17] LEE, Yoon S. Self-assembly and nanotechnology: a force balance approach. Hoboken,
N.J.: John Wiley, c2008. ISBN 04-702-4883-1.

[18] BERNE, Bruce J a Robert PECORA. Dynamic light scattering: with applications to
chemistry, biology, and physics. Dover ed. Mineola, N.Y.: Dover Publications, 2000, vii, 376
p. ISBN 04-864-1155-9.

[19] PECORA, Robert. Dynamic light scattering: applications of photon correlation
spectroscopy. New York: Plenum Press, ¢1985. ISBN 03-064-1790-1.

[20] KVITEK, Libor. Metody studia koloidnich soustav. Katedra fyzikalni chemie PiF UP
Olomouc, 2006.

[21] KVITEK, Libor, NOVOTNY a Petr PIKAL. Stanoveni velikostni distribuce &astic
anorganickych disperzi metodou dynamického rozptylu svétla. Chemické listy. 1998, €. 92, s.
431-433. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/1998 05 431-433.pdf

[22] PABST, W. a E. GREGOROVA. Charakterizace cdstic a casticovych soustav. VSCHT
Praha, 2007.

[23] Krystalografickd spole¢nost [online]. 2001 [cit. 2014-03-03]. Dostupné z:
http://www.xray.cz/kfkl-osa/eng/zetasizer/zeta.htm

[24] MALVERN INSTRUMENTS LTD. Zetasizer Nano: Piirucka pro uzivatele.
Worcestershire, United Kingdom, 2007.

[25] MPT-2 Autotitrator: User Manual. In: Nanoscience Center [online]. 2007 [cit. 2014-04-
2]. Dostupné z:  http://nano.indiana.edu/Files/Zetasizer/MPT-2%20Autotitrator%?20-
Manual.pdf

[26] Nadorova onemocnéni. In: Stdtni zdravotni ustav [online]. 2007 [cit. 2014-04-19].
Dostupné z: http://www.szu.cz/tema/prevence/nadorova-onemocneni

[27] ANALYZA: Na co umirame?. In: Demografie [online]. 2007 [cit. 2014-04-19].
Dostupné z: http://www.demografie.info/?cz_detail clanku&artclID=463

[28] THALBERG, Kyrre a Bjoern LINDMAN. Interaction between hyaluronan and cationic
surfactants. The Journal of Physical Chemistry. 1989, vol. 93, issue 4, s. 1478-1483. DOI:
10.1021/5100341a058. Dostupné z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/j100341a058

[29] THALBERG, Kyrre., Bjoern. LINDMAN a Gunnar. KARLSTROEM. Phase diagram of
a system of cationic surfactant and anionic polyelectrolyte: tetradecyltrimethylammonium
bromide-hyaluronan-water. The Journal of Physical Chemistry. 1990, vol. 94, issue 10, s.
4289-4295. DOI: 10.1021/j2100373a075. http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/j100373a075

40



[30] GRUNDELOVA, Lenka, Ale§ MRACEK, Véra KASPARKOVA, Antonin MINARIK a
Petr SMOLKA. The influence of quarternary salt on hyaluronan conformation and particle
size in solution. Carbohydrate Polymers. 2013, vol. 98, issue 1, s. 1039-1044. DOI:
10.1016/j.carbpol.2013.06.057.http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014486171300653
X

[31] HANSSON, Per a Mats ALMGREN. Interaction of Alkyltrimethylammonium
Surfactants with Polyacrylate and Poly(styrenesulfonate) in Aqueous Solution: Phase
Behavior and Surfactant Aggregation Numbers. Langmuir. 1994, vol. 10, issue 7, s. 2115-
2124. DOI: 10.1021/1a00019a017.http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/1a00019a017

[32] ALMGREN Mats, Per HANSSON, Emad MUKHTAR a Jan VAN STAM. Aggregation
of alkyltrimethylammonium surfactants in aqueous poly(styrenesulfonate) solutions: Phase
Behavior and Surfactant Aggregation Numbers. Langmuir. 1992, vol. 8, issue 10, s. 2405-
2412. DOI: 10.1021/1a00046a011. http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/1a00046a011

[33] OYARZUN-AMPUERO, Felipe A., Gustavo R. RIVERA-RODRIGUEZ, Maria J.
ALONSO a Dolores TORRES. Hyaluronan nanocapsules as a new vehicle for intracellular
drug delivery: Phase Behavior and Surfactant Aggregation Numbers. European Journal of
Pharmaceutical ~ Sciences. 2013, wvol. 49, issue 4, s. 483-490. DOI:
10.1016/j.ejps.2013.05.008. http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0928098713001875
[34] DYNAMIC LIGHT SCATTERING: COMMON TERMS DEFINED [online]. 2011 [cit.
2014-05-03]. Dostupné z: http://www.biophysics.bioc.cam.ac.uk/wp-
content/uploads/2011/02/DLS_Terms_defined_Malvern.pdf

[35] HEINA, Jana. Hyaluronové mikro- a nanocdstice. Brno, 2013. Diplomové prace. VUT
FCH.

41



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

zkratka vyznam

CMC kritickd micelarni koncentrace
CTAB cetyltrimetylamonium bromid

Da Dalton, jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da odpovida 1 g-mol™
DLS dynamicky rozptyl svétla

Hya, NaHya kyselina hyaluronovéa, hyaluronan
IEP isoelektricky bod

PAL povrchov¢ aktivni latka

TTAB tetradecyltrimetylammonium bromid
NMR nuklearni magnetické resonance
BAC benzalkonium chlorid

PSS polystyren sulfonat sodny

PA polyakrylat sodny

8.2 Seznam symbolii

symbol vyznam

kg kilogram

A vlnova délka

r polomér Castice

I intenzita dopadajiciho zafeni
lo intenzita pro§lého zafeni
T turbidita

| tloustka vrstvy

¢ zeta potencial

Ue elektroforetickd mobilita
€ dielektrické konstanta

n viskozita rozpoustédla
f(ka) Henryho funkce

Mw molekulova hmotnost

tc relaxacni Cas

g(t) autokorelacni funkce

D diftizni koeficient

q rozptylovy vektor

k Boltzmannova konstanta
D, primér, z-average

Di prumér i-t€ Castice
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9 PRILOHY

9.1 P¥iloha 1 — titrace hyaluronanu (116 kDa, 1 g-dm™) do CTAB (1 mM)
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Obr. 28: Korelacni funkce pri nulovém pridavku hyaluronanu.
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Obr. 29: Korelacni funkce pri isoelektrickém bodeé.
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korela¢ni funkce
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Obr. 30: Korelacni funkce na konci titrace.
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