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ABSTRAKT

Tato prace zkoumd vlastnosti a chovani fdzové separovanych hydrogelti pfipravenych
interakci hyaluronanu s opa¢né nabitymi tenzidy. Pro porovnani byly vybrani tii zastupci,
konkrétné cetyltrimethylamonium bromid, chlorid a p-toluensulfonat (CTAB, CTAC, CTAT).
Pomoci metody reologie bylo zjisténo, ze pouzitim tenzidu CTAT vznikaji nejrigidnéjsi gely
a vys$i molekulova hmotnost hyaluronanu ma pfimy vliv na objem a tuhost vzniklych geli.
Srovnani metod piipravy bylo také diskutovano, pfi¢emz se jako nejvhodnéjsi jevi michani
pripravenych zéasobnich roztokii komponent. Malothlovy rozptyl rentgenového zéateni byl
pouzit pro stanoveni tvaru a velikosti micel tenzidi. Ukazélo se, Ze tvar micel nema vliv na
objem vzniklého gelu. Vysledky této prace naznacuji, ze dané gely jsou si do jisté miry
konkurenceschopné a inkorporovani hyaluronanu do jejich sktruktury je Zadouci s ohledem na
jeho biologickou aktivitu. Nabizi se tak potencialni pouziti téchto latek na poli medicinskych
aplikaci.

ABSTRACT

This thesis studies the properties and behaviour of phase-separated hydrogels prepared by
interaction of hyaluronan with oppositely charged surfactants. Three representatives of
surfactants, namely cetyltrimethylammonium bromide, chloride and p-toluensulfonate
(CTAB, CTAC, CTAT), were selected for comparison. Using the method of rheology, the
fact that the system of Hya-CTAT forms the most rigid hydrogels has been proved. Higher
molecular weight of hyaluronan has also direct influence on the volume and stiffness of the
newly formed hydrogels. Preparation methods were compared as well. Mixing the stock
solutions of entry components appeard to be the most suitable. Small-angle X-ray scattering
was used for determination of shape and size of surfactant's micelles, concluding that it has no
effect on the volume of formed gels. The results of this study indicate that given gels are to
a certain extent competitive and incorporation of hyaluronan into their structure is desirable
with respect to its biological activity. This offers a potential usage of these substances in the
field of medical applications.
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1 UVOD

Interakci polymeru s tenzidem se jiz del$i dobu zabyva spousta védeckych tymi po celém
svéte. Pouzitim vhodnych typi latek, koncentraci a spravnou volbou prostiedi 1ze metodou
fazové separace pfipravit fyzikdlni hydrogely. Diky svym unikatnim viskoelastickym
vlastnostem a schopnosti pojmout velké mnozstvi vody roste jejich vyznam nejen v oblasti
pramyslu ¢i potravinafstvi, ale zejména v medicinskych aplikacich. V kosmetologii ¢i
dermatologii jsou Gspé$né vyuzivany, diky své hydrofilni povaze, pro hydrataci a regeneraci
pokozky. Pouziti nachazeji i jako nosi¢e neboli scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi,
Vv oftalmologii nebo k vyrob¢ novych typt obvazil pro tzv. mokré hojeni.

Nejvetsi snaha je vSak pouziti hydrogeld v oblasti cilené distribuce 1€¢iv, jejiz myslenkou je
uzavfeni, vétSinou nepolarniho, 1é¢iva do urcitého typu nosice, ktery je schopny toto 1é¢ivo
dopravit az do postizené tkan€, ¢imz zamezi pusobeni cytostatickych ucinka 1é¢iva na
zdravou tkan. Nosi¢ by mél také zarucit prodlouzenou cirkulaci lé€iva v obéhu a pouziti nizsi
ucinné koncentrace. Cilend distribuce 1éCiv nachézi uplatnéni u fady nemoci, nejvic se s ni
vSak pocitd pro pouziti v oblasti naddorovych onemocnéni. Je zkoumdéna ftada latek
pouzitelnych jako nosi¢e zaloZzenych na liposomech, dendrimerech, polymernich micelach
nebo pravé hydrogelech. Ty, kvili jejich specifické struktufe,uvoliuji 1é¢iva pozvolnéji
a pomaleji. Porozita gelti také umoznuje prostupu kysliku a zivin. Tim vSak naroky na nosi¢
nekonéi. Latky musi byt biokompatibilni a biodegradabilni, netoxické a o vhodnych
fyzikalnich a chemickych vlastnostech. Jako jeden z vhodnych uchazecli na post nosice se
jevi aniontovy polysacharid hyaluronan.

Jedna se o hydrofilni, télu vlastni latku, schopnou siln¢ vazat vodu. Nachazi se napf.
v o¢nim sklivei nebo v synovidlni tekutiné, kde diky svym viskoelastickym vlastnostem plni
nezaménitelnou funkci. Po svém objeveni byl hyaluronan postupné uplatiovan v celé fadé
odvétvi jako v oftalmologii, kosmetologii a posléze az v hojeni ran. Zjistilo se vsak, ze ma
unikatni citlivost na receptory silné¢ exprimujici nddorovou tkdni. Tohoto faktu je mozno
vyuzit pravé pro cilenou distribuci 1é¢iv. Nicméné nemodifikovany hyaluronan je jen tézko
schopen rozpustit nepolarni latky. Jedna z moZnosti je vyuZiti jiz zminéné elektrostatické
interakce s kationtovymi latkami, nejcastéji tenzidy, k vytvofeni fazoveé separovaného
hydrogelu.

Tato diplomova priace se zabyva pfipravou a vlastnostmi gelll vzniklych na bazi
hyaluronanu a kationtového tenzidu cetyltrimethylamonium p-toluensulfonatu (CTAT), ktery
neni tak hojné, jako napi. cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), vyuzivan na S$kolicim
pracovisti Fakulty chemické VUT v Brn€ na tvorbu fazové separovanych hydrogeld. Je
znamo, ze tento tenzid tvoii oproti CTAB jiny typ micel, i pfesto ze se strukturné lisi pouze v
protiiontu. Pouzitim zejména reologickych metod je provedena zdkladni charakteristika gela
na bazi CTAT. Vysledky méfeni vlastnosti téchto vzorkl jsou dale porovnavany s jinymi
tenzidy velmi podobného typu, kdy je diskutovano jejich piipadné pouZiti na poli
medicinskych aplikaci. V kapitole 6.3 jsou uvedeny prvotni vysledky pokusu pouziti metody
malouhlového rozptylu rentgenového zateni k charakterizaci struktury téchto geli. Z
provedené reSerSe totiz vyplyva, Ze dand metoda je klasicky pouzivana k charakterizaci téchto
typu latek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan
Hyaluronan patii do skupiny mukopolysacharidi, neboli glykosaminoglykanti (GAG), které
se prirozen¢ vyskytuji ve vSech Zivych organismech. Je povazovan za nejjednodussi z GAG,
narozdil od ostatnich zastupci této tfidy polysacharidii vSak neobsahuje sulfatovou skupinu.

Hyaluronan byl objeven v roce 1934 na univerzité v New Yorku, a to Karlem Meyerem
a jeho asistentem Johnem Palmerem, ktefi ho izolovali z hovéziho sklivce a také castecné
urcili strukturu jeho molekuly, kterd byla plné€ objasnéna az za dalSich 20 let. Latku nazvali
kyselina hyaluronova, jez odvodili ze slov hyaloid, coz fecky znamena ,,skelny* a uronové
kyseliny, jakozto jedné z piedpokladanych stavebnich jednotek. V nasledujicich letech byl
hyaluronan izolovan také z o¢niho sklivce prasat, roztok hovézi krve, bakterii streptokokil
nebo kohoutich hfebinkii. Poslednich dvou zminénych se uziva pro syntézu dodnes, pficemz
izolaci z kohoutich hiebinkd je mozné ziskat nejvyssi molekulovou hmotnost hyaluronanu,
ato 3,5-4 MDa.

V organismu se kyselina hyaluronova vyskytuje ve form¢ polyaniontu jako sodnad nebo
draselna stl a ne jako protonovana kyselina, proto byl v roce 1986 pfijat dodnes pouzivany
nazev hyaluronan [1, 2, 3].

2.1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova je linedrni nerozvétveny polysacharid s pravidelné se opakujici
disacharidovou jednotkou. Jedna se o D-glukuronovou kyselinu a N-acetyl-D-glukosamin,
které drzi pohromadé¢ diky B-1,3 glykosidickym vazbam. Samotné disacharidové jednotky
jsou navzajem spojeny B-1,4 glykosidickymi vazbami. Tyto vazby jsou navic stabilizovany
vodikovymi mustky [2].
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Obr. 1: Struktura kyseliny hyaluronové

Stabilitu disacharidové jednotky uréuje vyhodné sterické uspofadani. Z kazdého
kyslikového atomu obsazeného v danych glykosidickych vazbach vychazi dvé vazby
pfipominajici svym sevienim tvar pismene ,,V*. Kazd4 sacharidova jednotka nachazejici se na
konci této vazby muze rotovat o 360°. Ze sterickych divodu vsak neni tato rotace,s tak
enormnim mnozstvim moznosti, ndhodnd, ale kazda disacharidova jednotka je pootoCena
0 180° vuci predchozi a néasledujici. Dvé pootoceni nam tak davaji ptivodni konformaci. Toto
uspofadani se nazyva ,two-fold helix“ neboli dvakrat stoCena Sroubovice [4]. Ve
fyziologickém roztoku tvofi hyaluronan strukturu nahodné stocené stuhy tzv. ,,random coil ,
jez je znazornéna na obr. 2.



Obr. 2: Struktura hyaluronanu v roztoku [4]

Objemnéjsi ¢asti molekuly prechédzi do ekvatorialni polohy a tvofi polarni ¢ast molekuly,
zatimco malé vodikové atomy tvofi axialni rovinu, kde tvofi nepolarni oblast nazvanou jako
,,hydrophobic patch “ [4]. Tyto hydrofobni oblasti se pravidelné stfidaji a umoziuji agregaci
s dalSim antiparalelnim fetézcem hyaluronanu, coz ma za nésledek rovnomérny rust agregatt
po obou stranach. Hydrophobic patches jsou pomérné objemné a obsahuji asi 8 uhlikovych
atomd. Diky nim Ize hyaluronan povazovat za amfifilni molekulu, kterda ma sice vlastnosti
silné hydrofilniho materidlu, ale soucasné obsahuje hydrofobni oblasti charakteristické pro

lipidy.

. co.,©@ , CHZOH
HO oo
OH °;c,. NH
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Obr. 3: Disacharidova jednotka hyaluronanu — oblast axidlnich vodikii je zobrazena riiZovym
pruhem [4]

Kvili mnozstvi —OH skupin je hyaluronan silné hygroskopicka latka, schopna pojmout az
tisicinasobek hmotnosti vody. Diky tomu tvofi hyaluronan v roztoku velkou oblast — doménu.
V ni se fetézce hyaluronanu nepravidelné¢ piekryvaji, propustné jsou pouze pro mensi
molekuly jako voda a elektrolyty, vétsi makromolekuly difunduji s riznou pravdépodobnosti
odpovidajici pohybu a ptekryvu siti hyaluronanu. Tyto vodné roztoky hyaluronanu jsou
viskézni v zévislosti na koncentraci a molekulové hmotnosti. Vysoka molekulova hmotnost



ma za piicinu tvorbu extrémné viskdznich roztoki se specifickymi reologickymi vlastnostmi
Jiz pti nizkych koncentracich.

V roztoku se hyaluronan chova jako polyaniont, pficemz pH prostiedi udava jeho chovani
[5, 6]. Dokoncend molekula hyaluronanu mtze dosdhnout i vice nez 10 000 disacharidovych
jednotek. Molekularni hmotnost ¢ini pfiblizn¢ 4 miliony daltoni (pii¢emz disacharidova
jednotka ma molekulovou hmotnost okolo hodnoty 400 Da). Primérna délka disacharidové
jednotky dosahuje témet 1 nm.

2.1.2 Sitovani

Retézce hyaluronanu mohou agregovat mezi sebou, a to diky pfitazlivym silam jejich
hydrofobnich oblasti. Sekundarni struktura ma tvar ploché rovinné stuhy, jejiz konce jsou
identické, avSak antiparalelni. Jedna strana stuhy bézi v protisméru k druhé. To ma za
nasledek, ze agregity mohou rist v obou smérech — moznost stejnych procesti na obou
stranéch.

Jiz pfi nizkych koncentracich dochazi k tvorbé sité, kterd se s rostouci molekulovou
hmotnosti stavd pevnéjsi a v podstat¢ nekonecnou. Kazdd molekula v siti je spojena
s ostatnimi. Elektrostatické repulze mezi aniontovymi skupinami hyaluronanu, které by mohly
zpusobit disociaci siti, jsou pievazeny hydrofobnimi interakcemi a také vodikovymi mustky
mezi acetamidovou a karbonylovou skupinou. Piesto jsou sily, které drzi sit’ pohromadé
pomérné slabé a v zavislosti na okolnich podminkéch, napft. teploté, dochazi k neustalé
disociaci a tvorb¢ téchto agregatt [4, 6].
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Obr. 4: Sitova struktura hyaluronanu — A a B jsou zobrazeni molekuly
hyaluronanu, cervené oblasti znaci hydrofobni mista na stridajicich se strandach polymerniho
Fetézce, kruhy reprezentuji acetamidovou skupinu a ¢tverce karboxylovou. Cast C predstavuje

schéma mozné interakce mezi dvéma retézci hyaluronanu. Molekuly jsou
si navzajem antiparalelni. Sacharidova jednotka je ohranicena teckovanou carou. Hydrofobni
mista jsou opét znacena Cervené a priléehaji tésné k sobe [4]

2.1.3 Syntéza

V prubéhu let od svého objeveni byla kyselina hyaluronova izolovana z riznych zdrojt, jako
je synovialni tekutina, o¢i tuc¢nakd, pupeéni S$idra, klze, zejména Zralo¢i, nebo kohouti
hiebinky. I pies vysoky obsah necistot, jako jsou proteiny, bakteridlni endotoxiny, nukleové
kyseliny, chondroitin sulfat a dalsi, a také fakt, Ze je tento proces velmi nédkladny, byl pro
prvotni aplikace hyaluronan izolovan z lidské pupecni $itiry, nasledovan izolaci z kohoutich
hiebinki, z nichZ se dosahovalo hyaluronanu o vy$s$i molekulové hmotnosti a ¢istoté [4].Cely
proces sestava z drceni a homogenizace tkané, odstranéni krve a suSeni. VysuSené tkan¢ se
nechaji bobtnat a poté se prefiltruji, ¢im se odseparuji proteiny, a dojde k uvolnéni kyseliny
hyaluronové.

Od roku 1980 se vSak vyuziva iekonomicky vyhodnéjsi fermentace bakterii kmene
Streptococcus nebo Pasteurella. Jedna se o lidské, resp. zviteci patogeny. Zakladem je fakt,
Ze tyto bakterie si tvofi z hyaluronanu extracelularni kapsuly. Takto syntetizovany hyaluronan
je pro télo obratlovce k nerozeznani od vlastniho. To umoziuje bakteriim nepozorované
napadnout hostitelsky organismus a v ném bujet, aniZ by byly ohroZeny imunitnim systémem
daného organismu. Pfi genetické Upravé téchto bakterii na nepatogenni, 1ze takto ziskdvat
hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti, velmi vysoké Cistot€¢ a s mnohem vétSim

11



vytézkem nez pii extrakci z zivoCiSnych zdroju. Po samotné fermentaci jsou bakterie
odfiltrovany a kyselina hyaluronova se Cisti ultrafiltraci. Ziskany produkt se jesté nékolikrat
piecisti srazenim cetylpiridinium chloridem a ethanolem pro odstranéni glykosaminoglykanii
a zivociSnych proteini, které jsou hlavni slozkou necistot. Krok ptrecisténi se mize opakovat
dle potieby, k dosazeni pozadované Cistoty [7, 8, 9, 10].

2.14 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu v organismech, vcetné ¢lovéka, je velmi dynamicky. Syntéza
a degradace hyaluronanu se stale vyvazuji pro udrzeni jeho koncentrace. Metabolicka
degradace se primarn¢ uskuteciiuje v jatrech a v lymfatickych uzlinach, kdy se jedna hlavné
0 intraceluldrni proces. Syntéza je vétSinou vyvazena rozkladem pro udrzeni konstantni
koncentrace hyaluronanu v tkanich. PolocCas rozpadu hyaluronanu v chrupavce, které ho
aktivné syntetizuji a katabolizuji po celou dobu Zivotnosti tkané, je obvykle dva az tfi tydny.
V epidermis je polocas rozkladu méné nez jeden den, v krvi je piekvapiveé kratky, jen né€kolik
malo minut. V nékterych piipadech, jmenovité napf. u keratinocytt, pfevlada syntéza nad
rozkladem. Odhaduje se, Ze tfetina celkového mnoZstvi hyaluronanu v téle je metabolicky
syntetizovana a nahrazena béhem jednoho dne.

V organismu savcu je kyselina hyaluronova syntetizovdna tfemi riznymi enzymy, a to
hyaluronansyntazami 1, 2 a 3 (HAS1, HAS2, HAS3). Jedna se o transmembranové proteiny,
které jako jediné enzymy disponuji vice funkcemi. Kazdy z nich ma jinou katalytickou
aktivitu, potfebnou na pienos jednotek N-acetylglukosaminu a glukuronové kyseliny. HAS1
a HAS2 jsou nejméné aktivni a fidi syntézu vysokomolekuldrniho hyaluronanu. Naopak
HAS3 je nejaktivnéjsi, fidici syntézu velkého mnozstvi fetézcti nizkomolekularniho
hyaluronanu [11, 12]. Syntéza fetézce hyaluronanu obsahujiciho velky pocet disacharidovych
jednotek je pro buiiky vysoce energeticky ndrocna, a proto je ptisné regulovana. Hyaluronan
je nejjednodussi glykosaminoglykan liSici se od ostatnich tim, Ze jako jediny neni
sulfonovany a neni kovalentné vazany s proteiny. Samotny proces syntézy probiha
V plasmatické membrané bunky, ¢imZ se také odliSuje od ostatnich polymerd svého druhu,
které jsou syntetizovany v Golgiho aparatu. PfisluSny enzym v bunééné membrané sttidavé
vaze k redukujicimu konci fetézce jednotlivé monosacharidové jednotky a nartistajici polymer
je pak vytlacen do extracelularni matrix. Tam je schopen tvofit nadmolekuldrni komplexy
s jinymi latkami, napf. proteiny. Ostatni glykosaminoglykany jsou naopak syntetizovany na
neredukujicim konci jejich fetézct [4, 8].

Degradace pak probiha diky tfem typiim enzymu: hyaluronidaza, 3-D-glukuronidaza a -N-
acetyl-hexosaminidaza. Proces se sklada z oddélenych krokt, kdy vznikaji stale kratsi fetézce
s niz8i molekulovou hmotnosti a odliSnou biologickou funkci, pficemZ hyaluronidéza $tépi
vysokomolekularni hyaluronan na mensi oligosacharidy a zbylé enzymy degraduji vzniklé
fragmenty. Produkty degradace jsou odpovédné za riist novych cév [2].

2.1.5 Vyskyt a vyznam v organismu

Kyselina hyaluronova je pfirozené pfitomnd v tkanich vSech obratlovcl, jakoZto soucast
extracelularni matrix, ve formé sodné a draselné soli. Lidské télo obsahuje pfiblizn¢ 15 g
hyaluronanu, pficemz velky podil této latky nalezneme v nasi kzi. SlouZi zde jako jakysi
organizator tkan¢ a zajiStuje hydrataci, jelikoz je schopen na sebe navéazat az 1 000krat vice
vody nez je jeho samotny objem. V nekterych tkanich tvoti hlavni komponentu, napt. v ocnim
sklivci, kde zajisStuje spravnou optickou refrakci oka pii zobrazovani obrazu na sitnici. Ve
form¢ velmi viskoznich roztok je dualezitou soucasti chrupavek. V synovialni tekutiné
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snizuje tieni a tlumi narazy kloubti, v oocytech naopak ovliviiuje ovulaci. Vyskytuje se téz
V pupecni sntife, plicich, ledvindch, mozku a svalech. Dale odhaluje aktivitu volnych radikald,
podporuje bunécnou migraci, angiogenezi, hojeni ran, a zejména produkci nové granulacni
tkan¢ behem zanétu.

V extracelularni matrix tvofi hyaluronan supramolekularni proteoglykany a funguje jako
signalni molekula. Zejména migrace bunck je zavisla na mnozstvi kyseliny hyaluronové, ktera
aktivuje intracelularni signalni kaskady prostfednictvim interakce s receptory hyaluronanu
CD44 (povrchovy glykoprotein — Cluster of Differentiation 44), ICAM-1 (Intra Cellular
Adhesion Molecule 1) a RHAMM (Receptor for HA-Mediated Motility). Pravé diky této
unikatni citlivosti na bunécné receptory mad hyaluronan velky vliv pfi karcinogennich
procesech. Dnes je zndmo nejméné 14 typi karcinomi, u kterych byla zjisténa zvySena
koncentrace hyaluronanu, a to jak v bunkach samotnych,tak i v mezibunééném stromatu.
Pfitahovani hyaluronanu nadorem je wuskutecnéno zejména pomoci receptori CD44
a RHAMM. Hyaluronan funguje pro nddorové buiiky jako vyziva, ochrana pfed imunitnim
systémem, podobné¢ jako u kapsuli mikroorganismt, nebo zprosttedkovava bunéénou hybnost,
a tim i tvorbu metastazi. Je vSak snaha tohoto jevu vyuzit zdmérn¢ pfi cilené distribuci 1&¢iv,
kdy by nddorem ptitahovany hyaluronan nesl do postiZzené oblasti i 1éCivo.

Biologicka aktivita je zavisla na molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové nebo jejich
fragmentli. V organismu se hyaluronan vyskytuje v Siroké Skale molekulovych hmotnosti od
desitek kDa az po jednotky MDa, pfiCemz jejich vlastnosti jsou velmi rozdilné.
tomu nizkomolekularni ma funkci regulaéni a podporuje zanétlivé procesy v téle. Naopak také
plati, Ze nizkomolekularni hyaluronan ma protinddorové vlastnosti, kdezto vysokomolekularni
hraje vyznamnou roli pfi tvorb¢é metastazi [7, 13, 14, 15].

2.1.6 Vyuziti
V lékarenské a farmaceutické praxi mé vyuziti hyaluronanu obrovsky potencial. JelikoZ se
jedna o latku t€lu vlastni, je jeho pouziti velmi Setrné. Neni cytotoxicky, teratogenni ani
imunogenni. Naopak je dobife odbouratelny z organismu, pficemz 1 produkty jeho Stépeni,
tedy jednoduché cukry, jsou pfirozené biokompatibilni. V Sirokém méfitku se vyuziva jeho
viskoelastickych a hydratacnich vlastnosti na péci o pokozku a vyhlazovéni vrasek, jelikoz
injekéni aplikace pfimo do kize, ovSem nase télo je schopné hyaluronan béhem Sesti mésicti
rozlozit. Nechceme-li tedy, aby se ndm vrasky vratily, je tfeba podat dalsi injekci [16]. Tim,
ze vaze vodu zokoli, a tim 1 ziviny, se ve formé scaffoldi pouziva pro 1é¢bu Spatné
hojitelnych, zejména diabetickych, ran a jizev. Tyto scaffoldy obvykle obsahuji proteiny
navazané na hyaluronan pro usnadnéni migrace bunck.

Prvni lékafska aplikace hyaluronanu vSak byla na konci 50. let minulého stoleti
Vv oftalmologii, kdy byl pouZit jako ndhrada oc¢niho sklivce. PouZiva se také v o€nich kapkach
pro zvlhcovani oc¢ni sliznice nebo v roztocich pro péci o kontaktni ¢ocky [15]. Zesitovany
hyaluronan je pouzivan jako dopln€k kloubniho mazu v piipravcich pro péci o chrupavky.
Jednd se o injekéni aplikaci, kdy hyaluronan zvySuje viskozitu kloubni tekutiny, ¢imz zlepsi
promazani kloubu, zvySi odpruzeni a ve vysledku ptlisobi analgeticky [17, 18]. Bylo také
zjisténo, Ze hyaluronan uvoliiuje proteoglykany z extracelularni matrix do tkané chrupavky,
a tim potlacuje jeji dalsi degradaci.

Jelikoz je hyaluronan velmi dobie rozpustny a odbouratelny z organismu, nachdzi jeho
pouziti v tkdnovém ¢i bioinzenyrstvi urcitd omezeni. Je nutno zavést derivatizace hyaluronanu
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ovliviiujici jeho rozpustnost. Lze ptipravit derivaty s alkylovymi zbytky navazané esterovou
vazbou ptes primarni nebo sekundarni —OH skupinu. Délkou navézaného fetézce lze také
redukovat rozpustnost. Dal$i moznosti je sitovani hyaluronanu do formy hydrogelu.
Hyaluronové hydrogely vykazuji vyborné vysledky v tkdniovém inzenyrstvi chrupavek, kdy
podporuji diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bunék a umoziuji tak lepsi tvorbu
chrupavky [19, 20].

Vyzkum nyni sméfuje k pouzivani hyaluronanu jako nosi¢e pro cilenou distribuci 1é¢iv.
Tomu nahrava i fakt, ze ma vysokou afinitu k receptorim CD44, které jsou ve velké miie
exprimovany nadorovou tkani. Soucasna chemoterapie je zalozena na vpravovani cytostatik,
tedy latek, které zabraniuji bunéénému déleni, do téla. Zde vSak ovlivituji i zdravé bunky.
Potencialni nosi¢ by vSak 1é¢ivo néjakym zplisobem uzaviel do sebe a bezpecné ho dopravil
az do mista ptisobeni, kde by mohlo byt na urcity podnét uvolnéno a neposkodila by se tak
okolni zdrava tkan. Hyaluronové nosice mohou byt pfipraveny z hydrofobné modifikovaného
hyaluronanu, ktery tvoii miceldm podobné utvary a je schopen nepolarni 1é¢ivo solubilizovat
ve svém jadie. Také nativni hyaluronan miiZze byt pouzit jako obalovy material pro micely jiné
latky, napt. tenzidu, ktera pojme 1éCivo. Hyaluronan zde slouzi pouze jako molekula schopna
zacilit nadorovou tkan diky jiz zminéné interakci s nadorovymi receptory [21].

2.2 Tenzidy

Nékteré nizkomolekularni latky poskytuji ve vhodném rozpoustédle a velkém ziedéni pravé
roztoky, ale od urcité koncentrace asociuji do vzniku agregati koloidnich rozméri. Tyto
agregaty se nazyvaji micely a latky, které se chovaji timto zpisobem, se nazyvaji asociativni
nebo micelarni koloidy. Pravé tenzidy neboli povrchové aktivni latky (PAL) patii mezi
asociativni koloidy a jsou vyznacné tim, Ze se jiz pii nizkych koncentracich hromadi na
fazovém rozhrani a sniZzuji mezifazovou energii. Tento jev je podminén jejich zvlaStni
strukturou. Molekuly tenzidl se skladaji ze skupiny, ktera ma velkou afinitu k rozpoustédlu
anazyva se lyofilni (ve vodé¢ hydrofilni) a skupiny, které jsou v daném prostiedi prakticky
nerozpustné a nazyvaji se lyofobni (ve vodé hydrofobni), pficemz hydrofilni skupina je
vétsinou silné polarni, napi. -COOH nebo —SO3H, naopak hydrofobni skupiny pifedstavuji
nepolarni dlouhé uhlovodikové fetézce. Struktura tohoto typu se nazyva amfipatickd nebo
amfifilni. V nepoldrnim prostfedi jsou hydrofilni ¢asti molekuly uschovany v jadie micely
a hydrofobni skupiny tvoii vnéjsi obal, vznika tzv. inverzni micela. Tvorba téchto inverznich
micel je obecné méné vyhodna, protoze mlze dochizet k nevyhodnym elektrostatickym
interakcim mezi hydrofilnimi ¢astmi molekul. V polarnim prostiedi je tomu naopak.
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Obr. 5: a) struktura molekuly tenzidu, b) micela, c) inverzni micela

Tenzidy se déli podle schopnosti disociovat v roztoku na iontové a neiontové. Neiontové
tenzidy nedisociuji, protoZze nemaji vyrazné lokalizovany naboj. Polarni skupiny tudiz tvofi
napt. vétsi pocet kyslikovych atomd v molekule. Iontové tenzidy se dale déli na kationtové,
aniontové a amfoterni (zwitteriontové). U kationtovych tenzidii dochazi pii disociaci k tvorbé
povrchové aktivnich kationtli. Velmi ¢asté jsou slouceniny na bazi dusiku, napt. soli mastnych
kyselin, kvartérni amoniové soli nebo pyridinové slouceniny substituované na atomech
dusiku.  Aniontové tenzidy disociuji za vzniku povrchové aktivnich anionti.
Nejvyznamnéj$imi pifedstaviteli této skupiny jsou alkalické soli vy$Sich mastnych kyselin
nebo soli alkylsulfonovych kyselin. Soucasné ptitomnost aniontovych a kationtovych PAL ve
vodném roztoku obvykle neni moznd, nebot’ tyto vytvari velmi slab& disociujici, prakticky
nerozpustnou sul. Aniontové tenzidy jsou Castéji vyuzivany nez kationtové, kvili jejich
snadné a levné vyrob&. Amfoterni tenzidy obsahuji bazickou i kyselou funkéni skupinu
a vykazuji aniontovou 1 kationtovou disociaci. Jejich néboj zavisi na pH prosttedi. Mezi
amfoterni tenzidy patii jak syntetické produkty (betainy, sulfobetainy), tak pfirodni latky
(aminokyseliny, fosfolipidy) [22, 23, 24].

Obecné nalézaji aniontové a kationtové tenzidy uplatnéni v mnoha oborech, pfedev§im
v kosmetickém primyslu jako soucést baktericidnich a antistatickych ptipravkt, dale jako
detergenty a Cistici praSky, v potravinaiském primyslu jako stabilizatory, v ropném primyslu
a zemé&delstvi. Diky amfifilni struktufe nachazeji tyto latky také vyuziti ve farmaceutickém
pramyslu jako potencidlni nosice pro cilenou distribuci 1é¢iv. Zejména se jedna o polymerni
micely, liposomy, nano- a mikroc¢astice ¢i hydrogely.

Pravé polymerni micely se od klasickych micel tvotfenych nizkomolekuldrnimi tenzidy 1i8i
piedevsim svou velikosti a zvySenou stabilitou v krevnim fecisti, proto jsou pro toto pouziti
vhodnégjsi. Micela mlze slouzit jako nosi¢ Spatné rozpustnych 1éciv, které solubilizuje ve
svém nepolarnim jadie. Povrch micely naopak 1é¢ivo chrani pfed kontaktem s vné&jSim
prostiedim. Povrchové aktivni chovani latek pro cilenou distribuci 1é€iv mize zlepSit fadu
vlastnosti, jako je biokompatibilita nebo distribuce v organismu [25, 26, 27].

2.2.1 Tvorba micel

Amfifilni povaha molekul tenzidii mé za nésledek jejich snahu minimalizovat styk jejich
nepoléarnich ¢asti s poldrnim prostiedim a naopak polarnich ¢asti, nachazeji-li se v nepolarnim
prostiedi. Ve velkych zifedénich se PAL chovaji jako pravé roztoky. Pfi vzrlstajici
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koncentraci se nachazeji jako volné molekuly i v roztoku, ale ve velké mife se zacnou
hromadit na mezifdzovém rozhrani, kde snizuji povrchové napéti. Ve vodném prostiedi se
polarni hlavy orientuji dovnitt roztoku, zatimco hydrofobni alkylové fetézce vné. Pii uplném
nasyceni povrchu kapaliny dochéazi k dosazeni tzv. kritické micelarni koncentrace (CMC).
Je to nejvyssi mozna koncentrace, pii které se PAL vyskytuji v roztoku v molekulové formé.
Po ptekroceni této koncentrace za¢nou tenzidy asociovat do agregati zvanych micely. Proces
micelizace je znazornén na obr. 6. Hnaci silou agregace jsou hydrofobni interakce, které jsou
alkylovych fetézcli. Zména entalpie se 1isi v zavislosti na povaze tenzida. U iontovych typu
tenzidll je proces agregace exotermni, v piipad¢ neiontovych se jednd o proces endotermni.

Jadro micely tvofi propletené uhlovodikové fetézce PAL, které se stale snazi minimalizovat
styk s vnéjSim prostfedim, a proto se orientuji k sob&. Vné&jsi povrch micely tvofi polarni
hlavy tenzidd. Pokud se jednd o iontové tenzidy, polarni hlavy disociuji a vznikaji nabité
micely obklopené dvojvrstvou tvofenou disociaci vzniklymi protiionty. V jiném nez vodném
prostfedi vznikaji inverzni micely s nepolarnimi skupinami orientovanymi na povrch micely
a polarnimi hlavami tvoticimi jadro micely.

Pro vznik micel je kromé dosazeni potiebné koncentrace nutna také specificka teplota, ktera
se nazyva Krafftova teplota a je pro kazdy tenzid unikatni. Pfi jejim dosazeni se rozpustnost
PAL rovna hodnot¢ CMC, v hodnotach niz§ich nez Krafftova teplota se micely netvofi,
naopak pfi vyssich teplotach rozpustnost PAL siln€ stoupd, pravé diky tvorbé micel.

Hodnota CMC je ovlivnéna jak strukturou tenzidu, tak i rozpouStédlem a latkami v ném
rozpuSténymi. S rostouci délkou fetézce tenzidu hodnota CMC klesa, v ptipadech
rozvetvenych fetézel a ptitomnosti nenasycenych vazeb hodnota CMC roste. Pii stejné délce
fetézce je hodnota CMC niz$i u neiontovych tenzidd oproti iontovym. V piipadé¢ obsahu
jednoduchych anorganickych elektrolyti v roztoku klesd hodnota CMC u iontovych tenzid
Z diivodu stinéni nabojové repulze mezi nabitymi hlavami tenzidu. Pfi pfidadni vhodné latky,
napf. polymerli, do roztoku PAL miiZze také dojit k agregaci i pfi niZ8i koncentraci nez je
CMC. Elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi interaguje tenzid s molekulami
polymeru a dochazi k vytvoteni tzv. ,,minimicel “ tenzidu na povrchu polymeru. Koncentrace,
pii niz se takto déje, se nazyva Kriticka agregacni koncentrace (CAC) — viz kapitola 2.2.7.
Tvorbu micel 1ze naopak i tplné potlacit pfidanim silné polarni latky napt. mo€oviny [28, 29,
30, 31].
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Obr.6: Existence jednotlivych fazi povrchove aktivnich latek v roztoku v zavislosti na
koncentraci — proces micelizace [32]

Koloidni roztoky se vyznacuji typickym pribéhem zavislosti riznych fyzikalné-
chemickych veli¢in na koncentraci, kdy pfi hodnot¢ CMC obvykle nastavd prudky zlom
azména vlastnosti. Napiiklad povrchové napéti prudce klesa se zvySujici se koncentraci
tenzidu, po dosazeni CMC se vSak jeho hodnota jiz téméf neméni. Také hodnoty molarni
vodivosti, hustoty, viskozity ¢i turbidity vykazuji zlomy koncentracnich zavislosti pfi
dosazeni hodnoty CMC. Tato skuteénost ndm umoziuje stanovovat CMC riznymi
technikami, dnes je pro svou rychlost a jednoduchost velice popularni metoda fluorescencni
sondy [33, 34].

S procesem tvorby micel souvisi i pojem agregaéni €islo. Jeho hodnota udavd pocet
molekul tenzidu, které tvoii jednu micelu. Tento parametr zavisi na nékolika faktorech,
pricemz roste s délkou uhlovodikového fetézce a klesé s velikosti plochy, kterou na povrchu
micely zaujima jedna polarni skupina. Dana plocha souvisi nejen s velikosti polarni hlavy
tenzidu, ale také s odpudivymi silami mezi témito polarnimi skupinami [31, 32].

2.2.2 Velikost a tvar micel

Velikost a tvar micel se liSi v zdvislosti na koncentraci tenzidu a teploté, pH a iontové sile
roztoku. Ve zfedénych vodnych roztocich v koncentraci mirné nad CMC se vyskytuji sférické
Hartleyovy micely, které maji tvar nepravidelné koule. Polomér takového kulového agregéatu
se pfiblizn€ rovna délce molekuly tenzidu, hodnota agrega¢niho c¢isla se pohybuje v rozmezi
50 az 150. S rostouci koncentraci tenzidu se zvétSuji jeho rozméry a jsou pfitomny i micely
jiného tvaru. Uhlovodikové fetézce se zacinaji orientovat stale vice rovnobézné, ¢imz vznikaji
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valcovité¢ agregaty, hexagonalni kapalné krystaly ¢i utvary podobné dvojvrstvé lipida
V bunéénych membranéch. Tyto dvojvrstvé micely se nazyvaji McBainovy a jsou slozené ze
dvou vrstev tenzidl, které jsou k sobé orientovany uhlovodikovymi fetézci, zatimco polarni
skupiny sméfuji smérem ven. Diky lamindrnimu uspotadani micel mize dochazet k ptechodu
roztoku v gel [23, 25, 35].

Micela Valcovita micela Hexagonalni struktura micel McBainova laminarni micela

Obr. 7: Zmena tvaru micely v zavislosti na koncentraci roztoku [23]

Typ vznikajiciho agregatu zavisi také na poméru velikosti a tvaru hydrofilni a hydrofobni
casti molekuly tenzidu. Tento vztah definuje bezrozmérna veli¢ina Kriticky parametr
usporadani (Critical Packing Parameter — CPP).

P=""1" 1)

kde V je molekularni objem hydrofobni ¢asti molekuly, ao je u¢inny prufez polarni hlavou
skupiny a | efektivni délka uhlovodikového fetézce.

Pro hodnoty p << 1 je tvar micel sféricky az cylindricky, pro p = 1 odpovida tvar valcovitym
¢i dvojvrstevnym miceldm. Pokud je p vétsi nez 1, tvofi se inverzni micely. Je tfeba také
podotknout, ze klasické sférické a inverzni micely jsou systémy velmi dynamické s dobou
existence fadové ve zlomcich sekund, zatimco laminarni dvojvrstvy jsou vysoce uspofadané a
stabilni systémy schopné fungovat i nékolik tydni [36, 37, 38].
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Obr. 8: Schéma molekuly tenzidu s velicinami popisujici CPP [36]

2.2.3 Solubilizace
Micelarni koloidy maji, diky své amfifilni struktufe, vyznamnou vlastnost, a tou je
solubilizace. Jednd se o schopnost rozpustit laitky v daném rozpoustédle nerozpustné.
Solubilizace je moZzna az po vzniku agregatli tenzidl, pfi¢emZ mechanismus muize byt rizny.
Nejcastéji se jednd o rozpousténi nepolarnich latek ve vodném prostredi, které se inkorporuji
do jadra micely. Polarné-nepolarni latky se v micele orientuji podobnym smérem jako
samotné molekuly tenzidu. Jejich uhlovodikové fetézce sméfuji dovnitt micel, zatimco
polarni skupiny ven z micely. Polarni latky se solubilizuji na povrchu micely. V laminarnich
micelach zptsobuji rozpousténé latky oddalovani molekulovych fetézch tenzidu, protoze se
rozmist'uji mezi uhlovodikové konce molekul.

Solubilizace zptisobuje nartist hmotnosti micely nejen v dusledku ptfidanych molekul
rozpu$téné latky do jadra micely, ale také proto, Ze se procesem solubilizace zvétsi objem
hydrofobniho jadra, které tudiz musi tvofit vice molekul tenzidu [23, 29, 31].

polarné-nepolarni litka

y

nepolarni ionogenni povrchové
solubilizat aktivni litka  molekuly

neionogenni povrchové
aktivni latka

. solubilizat

, %%% nepolirni

vody
) polarni
© & ' polarni 33D solubilizat
i ) /solnbilizét G e r——
Cadbr ) (©)

Obr. 9: Solubilizace (a), (b), (c) malymi micelami, (d) laminarnimi micelami [23]

Solubiliza¢ni kapacita je definovana jako pocet mold rozpusténé latky na 1 mol tenzidu
a pro konkrétni povrchové aktivni latky zlstava obvykle stejnd v Sirokém koncentraénim
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rozmezi nad CMC. Faktory ovliviiyjici solubilizaci jsou vesmés totozné s t€émi, které ovliviuji
micelizaci. Jedna se zejména o pridavek elektrolytu, pH roztoku, teplota nebo tlak.
Solubilizace také zavisi na tvaru micely a podilu z jejiho povrchu, na kterém proces probiha.
Ve vétsing piipadi je solubilizacni kapacita vétsi pro polarni solubilizaty [39, 40].

Na principu solubilizace funguji kosmetické 1 praci prostiedky, kdy jsou mastné necistoty
uzavieny uvniti micel detergenti a smyty z povrchu c¢isténého materidlu. Pro védecky
vyzkum je praktické solubilizovat do micel fluorescen¢ni sondy, umoznujici zkoumat dané
systémy pomoci fluorescencni spektroskopie. Velky potencidl ma vsSak pouziti povrchové
aktivnich latek jako nosi¢t nepolarnich 1é¢iv pro nadorovou terapii. Lé¢ivo miize byt v micele
vazano bud’ hydrofobné (tj. rozpusténo v jadfe micely), nebo pfimo chemicky navazéno na
polymerni nosi¢ biodegradovatelnou vazbou. Prvné jmenovany postup je vyrazn¢ jednodussi
a univerzalnéjsi, je u n¢j vsSak podstatné obtizné€j$i fidit rychlost uvoliovani piipravku
Z polymerni micely. Na druhé strané¢ chemicka vazba umoziuje fidit rychlost uvoliiovani
lé¢iva a spustit jej az v nadorové tkani, aby nedochazelo k uvoliiovani béhem cirkulace
V krevnim fe€iSti. Jednim z mechanismil, ktery toto do zna¢né miry spliluje, je pouZiti
hydrazonové vazby, kterd je hydrolyticky labilni v mirné kyselém prostiedi (nddorova tkan je
kvili hypoxii vyrazné kyselej$i nez krevni plazma), zatimco v neutralnim prostiedi krevniho
recisté je vyrazné stabilngjsi.

Nosi¢e s inkorporovanym lé¢ivem je mozné piipravit nékolika zplsoby, nejcastéji
spole¢nym odpatrovanim vodného roztoku polymeru, ktery je schopen tvofit micely, a latky
Vv organickém rozpoustédle, kterd mé byt solubilizovdna v hydrofobnim jadru. Po odpateni do
podoby filmu se tento rehydratuje. Micely se vytvoii samovolné. Dalsi zpusob je pouziti
ultrazvuku, vysokotlakého homogenizatoru apod. [41, 42].

2.2.4 Cetyltrimethylamonium bromid

Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) patii mezi kationtové tenzidy, vyskytujici se ve
formé kvartérni amoniové soli s kladnym ndbojem na dusiku a funkénim vzorcem
Ci6H3sN(CH3)sBr. Lze se téz setkat s nazvy hexadecyltrimethylamonium bromid ¢&i
cetrimonium bromid. Jednd se o bilou krystalickou latku s bodem tani 243 °C. CTAB je
rozpustny v alkoholu, pon¢kud méné ve vodé (3g/l pii 20 °C) a mirn€ i v acetonu. Ve
vodnych roztocich tvofi, stejné jako vSechny ostatni tenzidy, micely s definovanou kritickou
micelarni koncentraci pii 20 °C piiblizné 1 mM a agregacnim cislem 75-120. Ve vysSich
koncentracich ¢i pfi ptidavku vhodné latky ptechazi micely na tyCinkovy popt. Cervovity tvar
(viz kapitola 3). CTAB vykazuje toxicitu, ktera pfi stalé expozici zptsobuje trvalé poskozeni
cilovych organti. Cetrimoniovy kation je vyznamné antiseptické ¢inidlo pouzivané proti
bakteriim a houbam. Dalsi uplatnéni nachdzi pii vyrobé zlatych nanocastic, extrakci DNA,
dezinfekci chirurgickych néastrojti ¢i jako slozka vlasovych kondicionérti. V poslednim
jmenovaném piipad¢ se pravé kvili pomémé vysoké cené CTAB velmi ¢asto pouZzivaji jeho
levnéj$i obmény jako napt. cetrimonium chlorid nebo cetrimonium stearat. Laboratorné se
CTAB vyuziva ke studiu interakci s opacné nabitymi polyelektrolyty napft. s hyaluronanem,
s nimz ochotné, metodou fazové separace, tvoii hydrogely. Tyto systémy mohou potencialné
zaujmout roli nosice v cilené distribuci 1é¢iv [43, 44, 45, 46].
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Obr. 10: Struktura cetyltrimethylamonium bromidu

2.2.5 Cetyltrimethylamonium chlorid

Cetyltrimethylamonium chlorid patii taktéz mezi kationtové tenzidy, od CTAB se li$i pouze
protiiontem. Jedna se o bilou krystalickou latku s funkénim vzorcem CjigH3sN(CH3)sCl
a bodem tani 234 °C. CTAC tvofti sférické micely pii koncentraci 1,4 mM, pficemz agregacni
¢islo je ptiblizn€ rovno hodnot¢ 83, ¢imz se pfili§ nelisi od CTAB. Také hodnota jejich volné
Gibbsovy energie micelizace je velmi podobna, —14,76 kJ/mol pro CTAC, resp. —
17,87 kJ/mol pro CTAB. CTAC se pouziva jako levnéj$i nahrazka CTAB pievazné
Vv antiseptickych a disticich prostfedcich, velkou ulohu hraje také v Samponech, vlasovych
gelech a kondicionérech. Efekt je zalozen na elektrostatické interakci mezi kladné nabitymi
hlavami tenzidu a zaporn¢ nabitym povrchem vlasového vldkna. Pfi depozici tenzidu na
vlasovou kutikulu se tato stdva jemnéjsi a tim se také redukuje elektrostaticky vyvolané
odstavani vlast vyskytujici se zejména ve studeném a chladném pocasi [47, 48].

Cl

Obr. 11: Struktura cetyltrimethylamonium chloridu

2.2.6 Cetyltrimethylamonium p-toluensulfonat

Cetyltrimethylamonium p-toluensulfonat ¢i cetyltrimethylamonium tosylat je kationtovy
tenzid obdobné struktury jako vySe zminovani zastupci, lisi se vSak tosylatovym protiiontem.
Funkéni vzorec pro bilou krystalickou latku s bodem tani 245-255 °C je CysHagNO3S. Stejné
jako CTAB i CTAC drazdi o¢i, kuzi a pfi vdechovani ¢i poziti je toxicky. Sférické micely
tvofi jiz pti koncentraci 0,24 mM s agregac¢nim Cislem 102. Také s hodnotou —24,58 kJ/mol,
jakoZto Gibbsovou volnou energii micelizace, se ponckud odliSuje od svych predchozich
kolegt. Pti koncentraci 1,9 mM dochazi v ostrém piechodu k tvorbé cervovitych (worm-like)
micel. Tato koncentrace je oznacovana jako Kkriticka koncentrace vzniku ty¢inkovych
micel — CRC (z angl. ,, critical rod concentration “). Délka téchto micel je zavisla predevsim
na koncentraci tenzidu, teplot¢ a iontové sile, kdy se s pifidavkem nizkomolekuldrniho
elektrolytu ¢ervovité micely prodluzuji az do okamziku, nez se za¢nou shlukovat do klubka.
Diivodem tak nizké CRC pro CTAT, na rozdil od CTAB, u které¢ho tato hodnota presahuje
koncentraci 200 mM, je aromaticka struktura tosylatového protiiontu, ktery je silné¢ vazan
k micele. Jeho hydrofobni povaha naopak umozinuje interakce s ostatnimi molekulami tenzidt

vvvvv

viskoelastické vlastnosti 1ze cilené ovliviiovat pfesnym ptidavkem nékterych aditiv, napf.
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Si0O,. Pouziti nachazi pfi studiu vyvoje komplext na bazi kiemiku a médi, a také studiu
uhlikovych nanotrubek. Jeho hydrogely jsou zkoumany pro pouziti v nanobiotechnologiich

a mediciné [48, 49, 50, 51, 52].
—O3S—©—CH3
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Obr. 12: struktura cetyltrimethylamonium p-toluensulfondtu

2.2.7 Inerakce polymer-tenzid

Interakce polymert s tenzidy mohou byt vice druhti a rizné silné v zavislosti na povaze latek.
Vazba mezi neiontovym tenzidem a nenabitym polymerem je slaba nebo zadna, v piipadé
interakce iontovych tenzidi s neiontovym polymerem reaguji ochotnéji aniontové tenzidy
[53]. U polymera obsahujicich hydrofobni ¢ast molekul budou ptevladat hydrofobni interakce
s molekulami tenzidi. Nabity polymer, tzv. polyelektrolyt, v roztoku disociuje a jeho
disociované funkcni skupiny jsou obklopeny ekvivalentnim mnozstvim protiiont. S opacné
nabitymi tenzidy zde budou prevladat elektrostatické interakce, na které ma vliv predevsim
chemické slozeni, linearni hustota a pozice naboje a dynamika kostry polymeru [25].

Vézani molekul tenzidu na fetézce polymeru nastava jiz pii velmi nizké koncentraci, ktera
se nazyva Kkriticka agregacni koncentrace (CAC) a je Casto i o nékolik fadi nizsi nez CMC
tenzidu. Pokud by byla hodnota CAC vyssi nez CMC, situace by naznacovala, Ze molekuly
tenzidu preferuji vlastni micelizaci nezli vznik komplexl s polymery. Navazané molekuly
tenzidu tvofi na fetézci polymeru klastry nazyvané ,, minimicely“ a cela tato charakteristicka
struktura se nazyva struktura perlového nahrdelniku, tzv. , pearl necklace “ (obr. 13), kde
micely svym kulovym tvarem pfipominaji perly a fetézec polymeru je spojuje [25, 54].

Pii dalSim zvySovani koncentrace tenzidu dochédzi v roztoku 1 k tvorbé volnych micel
byt jejich komplexy dale rozpustné a dochazi k fazové separaci za vzniku geli. Tyto gely,
vzniklé interakci polyelektrolytd a opac¢né nabitych tenzidli, jsou dnes pfedmétem velkého
z4jmu hlavn€ v potravinafstvi a farmacii. Dosahuji vyssi stabilitu a povrchovou aktivitu,
zaroven mohou micely v téchto komplexech slouzit jako nosic¢e pro nepolarni latky, zejména
cytostatika [55].
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Obr. 13: Struktura perlového nahrdelniku — model interakce polymer-tenzid [25]

2.2.8 Interakce hyaluronanu s kationtovymi tenzidy
Pro medicinské aplikace neni dostacujici pouze piedpoklad uspesné interakce. Pouzité latky
musi byt téZ biokompatibilni a biodegradabilni, netoxické stejné jako jejich degradacni
produkty. Jako vhodny kandidat se zde jevi hyaluronan, ktery se pfirozené nachazi v téle
vSech obratlovell a tudiZ splituje vySe zminéné podminky. Mnoho vyzkumii sméfuje praveé
k prozkoumani interakci mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzidy (viz kapitola 3).
Hyluronan reaguje s tenzidovymi kationty obdobné, jak bylo popsano v piedchozi kapitole.
Pii CAC se molekuly tenzidu zacnou vézat na fetézce a tvofit zde minimicely. Fakt, ze
hyaluronan upfednostni tenzidovy kation (napt. CTA") je ddn hydrofobicitou daného iontu,
tvofeného dlouhym uhlovodikovym fetézcem, protoze se kontaktem s hyluronanem redukuje
jeho styk s vodou. Z elektrostatického hlediska se tento tenzidovy iont chové stejné jako
hyaluronovy protiiont (napf. Na*). Diky témto preferencim vzriistd lokalné koncentrace
tenzidii v okoli polyelektrolytu oproti celému roztoku, tim paddem mulze byt lokéalne
piekrocena CMC a mohou tak vznikat micely i pii celkové koncentraci tenzidu nizs$i nez
CMC. Nutno podotknout, Ze z dlivodu niZsi hustoty naboje na fetézci hyaluronanu jsou sily
mezi nim a tenzidy slab$i nez napf. pfi interakci s alginadtem nebo pektatem. Pti dosaZeni
ur¢ité koncentrace hyaluronanu i tenzidu dochéazi k fazové separaci a tvorbé gelu. Fazové
chovani téchto systému (hyaluronan-tenzid-voda) se klasicky popisuje ternarnim diagramem.
Dvoufazova oblast, ktera vystupuje z rohu vody, ma kapkovity tvar a je siln¢ naklonéna
k rohu tenzidu. Vzorky nachazejici se v této oblasti podléhaji fazové separaci. Jeji pfi¢inou je
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redukce néboje mezi hyaluronanem a tenzidem, ¢imz se snizi hydrofilicita i repulze v rdmci
polymeru. Pfi pouziti riznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu a riznych tenzidi ma
kapkovita dvoufazova oblast mirn¢ odlisny tvar.

Vzniklé gely obsahuji hydrofobni oblasti, jelikoz koncentrace tenzidu v gelu pfesahuje
CMC. Samovolna difuze vody v gelech je omezena kvili pomérné velkému mnozstvi jiz
navazané hydrata¢ni vody. Gely je mozné znovu rozpustit pfidanim velkého nadbytku tenzidu
¢i zvySenim iontové sily roztoku. Pfidavek nizkomolekularniho elektrolytu totiz odstifiuje
elektrostatické interakce mezi nabitymi skupinami hyaluronanu a polarnimi hlavami tenzidd,
¢imz se podporuje vznik volnych micel. Koncentrace elektrolytu potiebnd pro zabranéni
vzniku fazové separace se nazyva kriticka koncentrace elektrolytu (CEC) a pro hyaluronan
roste s jeho zvySujici se molekulovou hmotnosti. Pravdépodobné kvuli hydrofobnim
interakcim vSak nelze tyto interakce v pfipad¢ hyaluronanu s tenzidy zcela potlacit [56, 57,
58, 59].

2.3 Gely

Jako makromolekuldrni gely se oznacuji koloidni disperzni soustavy, kde pevné castice
disperzniho podilu tvofi trojrozmérnou sit’, ktera je prostoupend spojitou fazi disperzniho
prostiedi. V disledku uspofadani Castic pravé do této trojrozmérné sité¢ maji gely charakter
tuhé latky i presto, ze disperzni prostiedi, které gel obsahuje, je kapalné. Takové gely
(s kapalnym disperznim prostiedim) se obecné nazyvaji lyogely. Dle charakteru disperzniho
prostiedi délime gely na hydrogely (rozpoustédlem je voda) a organogely (rozpoustédlem je
organicka latka). Jestlize rozpoustédlo odstranime, napi. vysuSenim, vznika tak xerogel. Jeho
objem je zmenseny o objem odstranéného rozpoustédla. U gelt vzniklych z lyofilnich koloidt
je moznost opetovného vzniku lyogelu ze xerogelu, a to pfidanim rozpoustédla. Takové gely
se nazyvaji reverzibilni. Gely vznikl¢ z lyofobnich koloidd tuto schopnost nemaji a nazyvaji
se ireverzibilni. Proces piechodu xerogelu v lyogel se nazyva botnani gelu (viz kapitola
2.3.2), které mize byt omezené (do vzniku gelu) nebo neomezené, kdy xerogel piijima
nadbytek rozpoustédla az do vzniku koloidniho roztoku [24, 60].

231 Vznik

Ke vzniku gelu je, v procesu zvaném gelace, nutno vytvoreni dostateného mnozstvi spojli
mezi linearnimi fetézci polymeru v roztoku. Tyto spoje se nazyvaji styéné body neboli uzly.
Podle povahy sil, které drzi sit’ gelu v téchto uzlech pohromad¢, muzeme délit gely na
fyzikalné nebo chemicky sit’ované. U fyzikalnich gelt pfevladaji v uzlovych oblastech van
der Waalsovy sily, bipolarni sily, vodikové mustky, hydrofobni interakce, ptip. zde mtize dojit
také k vzajemnému zauzleni fetézcli. Chemické gely jsou zesitovany pomoci kovalentnich
vazeb. Jednim ze zpisobu vznikl gelt je také botnani, podrobnéji popsané v nasledujici
kapitole [24, 61].

Proces gelace ovliviluje zejména teplota, koncentrace, pH ¢i mechanické plisobeni.
Zvysujici se teplota obvykle zabranuje vzniku geli z divodu vétSiho tepelného pohybu
molekul a tudiz krat§iho trvani vazeb mezi segmenty. Se vzristajici koncentraci vSak roste
pocet srazek molekul, ¢imz se zvétSuje i pocet vzniklych vazeb v objemu gelu. V ptipadé
amfoternich polyelektrolyti probiha gelace nejlépe v hodnoté¢ pH, kterd je rovna
izoelektrickému bodu [23, 24, 61].
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2.3.2 Vlastnosti

Gely se vyznacuji svou charakteristickou elasticitou. V dasledku svého uspofadani se i pies
majoritni podil kapalného disperzniho prostiedi chovaji jako latky v tuhém stavu a odolavaji
vystavené deformaci az do urcité kritické hodnoty. Do té doby se deformuji vratné. Hodnota
kritick¢ho napéti zavisi na poctu uzli a jejich pevnosti. Reverzibilni gely s malym poctem
vazeb jsou obvykle zna¢n¢ elastické, naopak se vzristajicim poctem uzll se struktura stava
rigidnéjsi, ¢imz se snizuje moznost zmény tvaru makromolekuly. Obecné lze fici, ze se u
fyzikalnich gelGi sdruzuji fetézce k sobé a tvoii tzv. uzlové oblasti, které jsou obvykle
mnohem vétsi nez kovalentni uzly u chemicky sitovanych geli. Tyto uzlové oblasti se
vyskytuji v pomérné velké Cetnosti vzhledem k délce fetézce makromolekuly. Muze jich byt
vice typu, liSicich se strukturou, zivotnosti a pevnosti. Na téchto parametrech pak zavisi
reologické chovani gel. Gely se silnymi vazbami se blizi svymi vlastnostmi kovalentnim
geliim, naopak slabé gely si zachovavaji svou elasticitu jen pfi malych napétich. Nékteré
fyzikalni gely se slabymi vazbami mohou také mechanickym uc¢inkem, zejména protfepanim,
ptejit do stavu koloidniho roztoku. Pti ponechani soustavy v klidu se sily obnovi, ¢imz
vznikne pivodni struktura gelu. Tento jev se nazyva tixotropie. D&j opacny, tedy vznik gelu
protiepanim koloidniho roztoku, se nazyva reopexie [24]. I ptes prostorovou sit’ je difuzivita
v gelu pro nizkomolekularni latky a ionty téméf neménnd od ptivodniho koloidniho roztoku, z
cehoz vyplyva, Ze 1 elektrickd vodivost gelii zstava témét stejna jako v solu [23, 24].

Pro fyzikalni gely je také typické neomezené botnani, které se timto nezastavi ve stadiu

lyogelu, ale za pfitomnosti dostatecného mnoZzstvi rozpoustédla zaniknou jejich sty¢né body a
makromolekuly ptechazeji do koloidniho roztoku. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3, jedna
se o proces pohlcovani nizkomolekuldrniho rozpoustédla xerogelem, jez zvySuje svou
hmotnost i objem. Rychlost botnani vzdy vzriista s teplotou a je také ovlivnéna hodnotou pH.
Hyaluronové gely patii mezi iontové gely, pro néZ je botnavost mnohem vyssi ve srovnani
s gely, jejichz sit’ neobsahuje skupiny schopné disociace. Sit’ polyelektrolytového gelu miize
ve vodném prostfedi pfedstavovat jednoduchy model membranové rovnovahy. Na jedné
stran¢ membrany disociuji funk¢ni skupiny gelu. Pfitomno je zde také ekvivalentni mnozstvi
protiiontd, které jsou schopny membranou, propustnou pouze pro nizkomolekularni latky,
prechazet velmi omezené. Velky rozdil koncentraci protiiontil v gelu na jedné a ve vod¢ na
druhé stran¢ membrany ma tendenci zvySovat snahu molekul vody ptfechazet do gelu, a tim
zvySovat botnani gelu.
Charakterizuje se métenim kapacity absorpce vody nebo vodného roztoku. Zjisténi hmotnosti
nabotnanéhohydrogelu je nejjednodussi cesta k ziskani botnaci kinetiky a rovnovahy. Rozsah
botnani (Rs), nejastéji pouzivany parametr k vyjadieni botnaci kapacity hydrogeld, je
definovan jako:

Rs = W5 —Wp) /W, 2

kde Ws a Wpjsou hmotnosti nabotnaného a vysuSeného hydrogelu. Botnaci sila je
kompenzovana retrakéni silou vyvolanou uzly site. Kdyz se tyto dvé sily vyrovnaji,
botnanihydrogelu se dostane do rovnovazného stavu [62, 63].
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Obr. 14: A) Botnani gelu vysokomolekuldarniho elektrolytu, B) nedisociovany gel se stejnou
strukturou v cisté vodé [24]

Cerstvé pripravené fyzikalni gely nejsou v termodynamické rovnovaze. Casem tedy
dochazi ke zdokonalovani struktury preskupovanim fetézct, coz vede ke snizovani Gibbsovy
energie. U geld s dlouhou Zivotnosti spojnych oblasti nastava tento proces pomaleji. D¢j se
nazyva zrani gelu. Jestlize je vysledkem zvySeni poctu uzli nebo jejich funk¢nosti, mize
timto dojit ke smrSténi sitovité struktury, ¢imz se snizi botnavost a ¢ast rozpoustédla, pro
které jiz neni v gelu misto, je vytlaovana ven. Objem gelu se tedy snizi o vyloucené
mnozstvi rozpoustédla. Tento jev se nazyva synereze a je podporovan zvySenim teploty nebo
pridavkem elektrolytu [23, 24].

2.3.3 Hydrogely

Stejné jako u definice gell, tak 1 v ptipadé hydrogeli se jednd o trojrozmérné sité
polymernich fetézcti. Hydrogely se vSak vyznacuji zna¢nou absorpci vody, aniz by se
rozpoustély. Schopnost vazat vodu je dana hydrofilni povahou funk¢nich skupin vazanych na
fetézci, mezi které mohou patfit hydroxylové (—OH), karboxylové (—COOH), amidické (—
CONH) nebo sulfonické (-SO3H) skupiny. Tyto polarni skupiny jsou hydratovany jako prvni,
a to pres vodikové mustky ¢i iontové interakce. Tim je absorbovéana tzv. primarné vazana
voda. V disledku hydratace polarnich skupin se prostorova sit’ hydrogelu zvétSuje, ¢imz se
odkryvaji hydrofobni skupiny, které také interaguji s vodou a dochdzi tak k navazani
sekunddrni vody. Primarné a sekunddrné vazand voda se souhrnné oznacuje jako celkové
vazana voda. Prazdny mezisitovy prostor vypliuje jeSté tzv. volné¢ vazand voda, ktera je
dovniti hydrogelu vhanéna osmotickou silou.

Hydrogel mé vlastnosti jak kapaliny, tak pevné latky, jeho objem je vyznamné zavisly na
teplote, pH ¢i kvalité rozpoustédla [64].

Hydrogely lze vyrobit z ptirodnich 1 syntetickych polymerti, a to chemicky ¢i fyzikalné.
Chemické hydrogely vykazuji pevnéjsi vazby a oznacuji se jako permanentni hydrogely,
nicmén¢ jejich pfiprava Casto vyzaduje pfitomnost toxickych latek, a proto nejsou vhodné pro
medicinské pouziti. Fyzikalni gely jsou pro tuto aplikaci vhodnéjsi. Jednim ze zplisobu jejich
ptipravy je elektrostaticka interakce mezi polyelektrolytem a tenzidem, kdy vznikaji tzv. PEC
hydrogely (z angl. ,, Polyelectrolyte complex hydrogels ). Takto pfipravené hydrogely jsou i
predmétem této prace, kde je jako modelovy polymer vybran hyaluronan, ktery je stale vice
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oblibeny na poli terapeutického wvyuziti pravé diky své pfirozené biokompatibilit¢ a
biodegradabilité. Jeho unikatni citlivost na nadorové receptory je také jednim z predpokladii
pro uspésné pouziti téchto systému v cilené distribuci 1éCiv. Asociaci hyaluronového fetézce s
micelami tenzidu vznika charakteristicka struktura perlového ndahrdelniku (viz kapitola 2.2.7).
Micely jsou schopny solubilizovat nepolarni latky do svého jadra, zatimco hyaluronova sit’
poskytuje vnéjsi ochranu a zabezpecuje cileni pravé diky jiz zminéné interakci s bunéénymi
receptory [25, 65, 66].

2.3.4 Vyuziti

Gely nachazeji své nezastupitelné vyuziti v mnoha odvétvich primyslu jako napt. pii vyrobé
vlaken, lepidel, kontaktnich cofek nebo pii zpracovani kuzi. Pouzivaji se téz jako
zahustovadla v potravinafstvi. V kosmetice jsou gelové ptipravky oblibené pro svoji dobrou
roztiratelnost na kiizi. Pti kontaktu s pokozkou se velmi dobie vstfebavaji, odpafovani vody
na poli tkanového inzenyrstvi, hojeni ran ¢i cilené distribuce 1é¢iv. Degrada¢ni vlastnosti,
a tedy jejich schopnost cilen¢ uvoliiovat 1éciva, jsou velmi dobfe modulovatelné. Piikladem
mohou byt hydrogely citlivé na odpovidajici fyzikalni podnéty jako napft. teplota, pH, ¢i
svétlo [67, 68, 69]. Podrobnéjsi vyuziti hydrogell v této problematice je popsano v kapitole 3.

2.4 Reologie

Reologie jako védni obor zalozili roku 1929 chemik Eugene Cook Bingham a stavebni
inzenyr Markus Reiner. Nazev je odvozen z feckych slov rhein a logos. Prvni uvedené
znamena ,,tok“ nebo ,feka®“, druhé ,,nauka“ nebo ,,véda“, z ¢ehoz vyplyva, Ze reologic se
zabyva studiem toku a deformace. Konkrétné zkoumd vztahy mezi silou, napétim, deformaci
a rychlosti deformace u rtznych druht latek. A¢ se jedna o pomérné mlady obor, pravé
reologie vyplnila potfebu charakterizace tokového chovani latek v technologickych procesech
materialového inzenyrstvi, jelikoz vétSina realnych latek nevykazuje idealni reologické
chovani, které popisuje Hooktiv a Newtondv zakon [23, 70].

2.4.1 Hookiiv zakon

Hookiiv zakon popisuje zékladni vztah principu deformace idealné elastickych pevnych latek,
coz jsou latky, u kterych nedochdzi k disipaci vloZené energie. Veskera energie uloZena
béhem namahani je po uvolnéni télesa opét vyuzita. Takové elastické latky se pii plsobeni
sily chovaji jako pruzina a deformace je dokonale vratna, neboli elasticka. Pisobeni te¢ného
napéti o na téleso zptisobi jeho protazeni o délku Al. Hooktiv zakon je pak dan tvarem:

Al
o-:GE'TzGE'g' 3

kde ¢ = Al/l je tzv. relativni prodlouzeni (deformace) a konstantou imérnosti Gg je Younguv
(elasticky) modul pruznosti.

Pti vétsi mife deformace miizeme u realnych tuhych téles pozorovat druhy typ odezvy. Ten
se po odnéti ptisobici sily projevi tzv. nevratnou, neboli trvalou deformaci [71, 72].

2.4.2 Newtoniiv zakon
Newtontiv zdkon popisuje, obdobn¢ jako Hookiiv, vztahy pro deformace, zde pro piipad
idedlné viskoéznich tekutin. Jedna se zejména o plyny a nizkomolekularni kapaliny, které
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veskerou vlozenou energii disipuji na teplo. Nedochazi tedy k zddnému zpétnému vyuziti
vlozené mechanické energie pii odlehceni vzorku. Newtonliv zdkon pro takové idedlné
viskozni latky, nazyvané také jako newtonovské, je dan vztahem:

O =11 7x» 4)
kde oyxy je smykové napéti, # je dynamicka viskozita a yyy je smykova rychlost. Z daného
vztahu vyplyva, Ze viskozita newtonovskych latek se pfi zvySujicim se te€ném napéti nemént,
proto je tedy toto te¢né napéti linedrné zavislé na smykové rychlosti.

Pro ptipad proudéni kapaliny mezi dvéma deskami, z nichZ spodni je stacionarni a horni
pohybliva, je smykové napéti o definovano Newtonovym zakonem:

: (5)

kde F udava smykovou silu, ktera vyvolava pohyb horni desky o plose A.

Vo

Obr. 15: Rychlostni profil toku v kapaliné mezi nepohyblivou (spodni) a pohybujici se
(horni) deskou [73]

Latky, které se nefidi timto zakonem, se nazyvaji jako nenewtonovské. Jejich viskozita
neni materidlovou konstantou, ale je zavisld na velikosti te¢ného napéti nebo rychlosti
deformace a oznacuje se proto pojmem zdanliva viskozita 7.

Mezi nenewtonovské latky se fadi zejména roztoky ¢i taveniny polymerd, suspenze, pasty
apod. Se zménou teéného napéti nebo rychlosti deformace mize tedy zdanliva viskozita rust,
popf. klesat, kdy takové chovani oznacujeme jako pseudoplastické a dilatantni [T1, 74].
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Obr. 16: Zavislost zdanlivé viskozity na rychlostnim gradientu pro rizné typy
nenewtonskych latek

2.4.3 Viskoelasticita

Hooktiv a Newtontiv zakon, které jsou popsané vyse, predstavuji limitni ptipady reologického
chovani, a to pro idedlni latky. VétSina redlnych latek vSak svymi vlastnostmi pfipomina
castecné jak tuhé elastické téleso, tak také viskdzni kapalinu. Tyto latky se nazyvaji
viskoelastické.

Materialové vlastnosti viskoelastickych latek se zpravidla popisuji dvéma typy moduli.
V prvnim ptipadé je to elasticky modul pro pevné latky, standardné oznaCovany jako G',
ktery vyjadfuje energii ulozenou v materidlu béhem napétového cyklu a tvofi realnou cast
komplexniho smykového modulu G’. Viskozitni modul pro kapaliny, oznacovany G", sdéluje
ztratu energie b&hem napétového cyklu. Jedna se o imaginarni slozku komplexniho
smykového modulu G". Komplexni smykovy modul zahrnujici obé& slozky a vyjadfujici
reologické chovani redlnych viskoelastickych latek 1ze matematicky vyjadfit jako komplexni
Cislo:

G’ =GHG". (6)

K urceni pfesné hranice v chovani mezi pevnou a kapalnou fazi slouZzi tzv. bod prek¥iZeni
(z angl. ,, crosspoint ) elastického a ztratového modulu. Do dosazeni dané hodnoty deformace
pfevazuje praveé jeden z modulli a udava tak charakter chovani zkoumané latky [75].

2.4.4 Oscilacni testy

Pro zkoumani viskoelastickych latek véetné hydrogelti jsou vhodné oscilacni testy. Zakladni
princip spociva v rovnomérném ulozeni vzorku mezi dvé ¢asti méftici aparatury (napt. dvé
desky), pii¢emz spodni je stacionarni a horni osciluje. Podminkou je, aby se vzorek
deformoval homogenné v celém smykovém rozsahu a aby pfilnul k obéma deskdm bez
jakychkoliv protiskluzovych uc¢inkt. Existuje nékolik druhii nastaveni experimentu, v této
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praci byly pouzity amplitudové testy s konstantni frekvenci oscilace a frekvencni testy
s konstantni amplitudou deformace.

V prvnim piipadé je nastavena konstantni frekvence oscilaci s ménici se hodnotou
amplitudy deformace v %, v ptipad¢ druhém se méni oscilace v rozmezi frekvenci se stalou
hodnotou amplitudy deformace (vybranou z linearni viskoelastické oblasti). Zaznamenava se
chovani naméhanych vzorkd, a to pomoci zavislosti viskoelastickych modulti na amplitudé
deformace v piipadé testu amplitudového a zavislosti viskoelastickych modula na frekvenci
oscilaci v ptipadé testu frekven¢niho. Pomérem téchto veli€in ziskdme ztratovy thel J:

tg(s)=—, (7)

z jehoz velikosti se d4 usuzovat charakter chovani zkoumaného vzorku. V ptipadé, ze 0 > 45°
(tedy tg(o) > 1), vzorek vykazuje viskozni chovani a naopak, pokud je o < 45° (tedy
tg(0) < 1), tak se vzorekchova elasticky [76, 77].

245 Tokové testy

Tokové kiivky vyjadiuji zévislost viskozity na smykové rychlosti. Vysledny tvar pak
charakterizuje reologické chovani materidlu. Systémy s hodnotou viskozity nezavislou na
aplikované smykové rychlosti se nazyvaji jako newtonovské (viz kapitola 2.4.2). Rozdily mezi
ostatnimi typy latek, oznacovanych jako pseudoplastické a dilatantni, jsou piehledné
prezentovany na obr. 16. Z hlediska medicinskych aplikaci je vhodné aplikovat pravé tyto
typy testd pro farmaceutické a kosmetické pripravky, jakozto ptiklad pseudoplastické, rychle
vstiebatelné latky (¢im rychleji roztirdme, tim 1épe se vstiebava z divodu poklesu viskozity).
Opacny ptipad plati napt. pro zubni pasty, které si i po roztirani musi zachovat sviij vysoce
viskozni charakter [71, 78].

2.4.6 Meérici systémy

Rota¢ni reometry jsou sloZeny ze dvou zékladnich ¢asti, kdy jedna je staticka — stator a druha
rotuje nastavenou uhlovou rychlosti — rotor. Pro méfeni riizn€ viskoznich vzorkl Ize pouZit
nékolika typt geometrie popsanych na obr. 17. Ke stanoveni reologickych vlastnosti
gelovych vzorku je nejvhodnéjsi typ deska-deska (parallel plates). Vyhoda spociva v malé
spotfebé vzorku a jednoduchém cisténi aparatury. AvSak pii méfeni tokovych kiivek muize
vzorek ve vysokych smykovych rychlostech z aparatury vylétavat. Specialni pfipad geometrie
pro tekutéjsi roztoky je dvojice koaxialnich valcu (double gap concentric cylinders). Oba
vélce jsou duté a zasouvaji se do sebe, pficemz jeden je opét stacionarni a druhy, oscilujici,
namaha vzorek. Nevyhodou je vSak vétsi spotifeba vzorku oproti aparatuie deska-deska
a slozit€jsi Cisténi, kdy musi byt celd aparatura rozebrana. Viskéznéj$i vzorky, jako napf.
hydrogely, nelze pohodIné naddvkovat do tohoto typu aparatury, proto je pro né vhodnéjsi
uspotadani deska-deska [79].
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Obr. 17: Geometrie rotacniho reometru: (a) valec-vilec, (b) double-gap, (c) kuzel-deska,
(d) deska-deska [79]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Cilem mnoha védeckych tymil po celém svété je udélat prilom v oblasti 1é¢by nadorovych
onemocnéni, a to pomoci cilené distribuce 1é¢iv, kdy je toto 1é¢ivo dopraveno do postizené
tkan¢ specialnim nosi¢em, ktery zabrani jeho nezadoucimu plsobeni ve zdravé tkani. Vybér
nosi¢e neni véc jednoducha, musi se jednat o latku biokompatibilni a biodegradabilni,
schopnou pevné vazat 1é¢ivo, aby nedoslo k jeho samovolnému uvolnéni do krevniho ob&hu,
zarovenn umoznit 1éCivu specificky ptsobit v pozadovaném mist¢. DalSim dilezitym
pozadavkem na nosic je netoxicita latek vzniklych jeho degradaci [80].

Byla vyvinuta celd fada nosi¢l, zalozenych na liposomech, dendrimerech [81] nebo
polymernich micelach [42, 82].

Vysledky studii testovani riznych biopolymerti pro pouziti v cilené distribuci 1€¢iv byly
diskutovany jinde [83, 84, 85, 86, 87]. Testy se vétSinou zamétovaly na charakteristiku
danych biopolymeri, at’ uz nativnich ¢i hydrofobné modifikovanych, konkrétné se zkoumala
bioaktivita, biodegradabilita a vlastnosti jejich micel. Na stanoveni vlastnosti micel byly
pouzity klasické techniky fluorescen¢ni sondy, dynamického rozptylu svétla (DLS),
infratervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR), rentgenové difrakce,
nuklearni magnetické rezonance (NMR) nebo transmisni elektronové mikroskopie (TEM).
Sledovala se velikost a stabilita polymernich micel, byla stanovena kritickd micelarni
koncentrace, jejich biokompatibilita, piip. interakce smési micel riznych biopolymerd.

3.1 Hyaluronan v cilené distribuci
Podle mnohych autorti se vSak jako nejvyznamnéjsi zastupce na pozici potencialnich nosict
1é¢iv jevi hyaluronan. Jedna se o té€lu vlastni polysacharid, takze je pfirozené¢ biokompatibilni
a biodegradabilni. Velmi dilezita je také jeho citlivost na receptor CD44, ktery se nachazi
u vétsiny savcich bunék, kde je zodpovédny za jejich proliferaci a migraci. Ve velké mife je
v8ak tento receptor exprimovan na povrchu nadorovych bun¢k. Tohoto faktu se vyuziva pii
aktivnim cileni, kdy je hyaluronan specificky vychytavan pravé nadorovou tkani [88, 89].

Avsak pravé diky své biokompatibilité a biodegradabilité je nativni hyaluronan pro
medicinské aplikace a tkanové inZenyrstvi téméf nepouZitelny. Ptistupuje se proto k jeho
modifikacim, at’ uz se jednd o sitovani, derivatizace hydrofobnimi funkénimi skupinami ¢i
interakce s jinymi latkami.

Hyaluronan modifikovany na primarni hydroxylové skupiné pouzili pro své testy K. Iris
a spol. [19]. Studie z roku 2011 zamétena na regeneraci chrupavek pouzila jako zac¢lefiovaci
skupiny metakrylat a akrylat, kdy pravé tyto funkéni skupiny umoziuji fotozesiténi daného
komplexu za vzniku hydrogelu. Adhezni a degradacni testy vykazovaly slibné vysledky
daného hydrogelu, ktery by mohl byt nadale hojné vyuzivan pro Iékaiské ucely.

O rok pozdgji zkoumal tym R. Censiho [90] kombinaci polyethylenglykolu (PEG)
S diakrylat/thiolovanym hyaluronanem. Jako sitovaci prostfedek zde byla opét pouzita
fotopolymerizace. Cilem bylo prozkoumat uvolovani proteinit z takto upraveného
hyaluronanu. Dle ocekdvani se kladné€ nabité proteiny uvoliiovaly rychleji nez zaporné, a to
z diivodu zaporného naboje na fetézcich hyaluronanu. Rychlost uvoliiovani také zavisi na
enzymu hyaluronidaze, ktera je piitomna v biologickych tkanich.

V témze roce probchl také pokus zapouzdiit do micelarnich ttvard modifikovaného
hyaluronanu cytostatikum Paclitaxel (PTX), jehoz uspé€Snym nosi¢em se stal styryl-
pyridinium-hyaluronan. Experimenty provadéli Y. Tao a spol. [91]. Uzitim metody
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fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) bylo dokézano, Ze dany nosi¢ je vychytavan
mozkovymi tumory, tudiz bude nadale pouzivan v medicing.

Uspé$na solubilizace PTX se povedla i J. Liovi [92] pii pouziti micelarniho roztoku
hyaluronanu s deoxycholovou kyselinou jakoZzto nosic¢e. Polymerni micely tohoto systému
byly vychytavany karcinomem prsu. Prokazalo se také, ze dopravuji hydrofobni cytostatika
velmi rychle a receptory v tumoru podporuji mnozeni téchto micel.

Jak vSak naznacuji pfedchozi studie, uvoliiovani aktivnich latek z hyaluronového nosice je
silné¢ zavislé na aktivit¢ hyaluroniddz. Z tohoto faktu vyplyvd zéasadni problém cilené
distribuce, a to neumyslné uvolnéni aktivni latky do krevniho feéisté. Touto problematikou se
v roce 2013 zabyvali H. Yoon a spol. [93], ktefi vyvinuli nanocastice kyseliny hyaluoronové
piipravené fotozesitovanim akrylatovych skupin. Takto zesitovany hyaluronan vykazoval
vetsi stabilitu a také delsi a postupnéjsi uvolnovani PTX v misté ucinku. Autofi se shoduji, ze
naméfend data poskytuji slibné moznosti vyuziti téchto derivat pro medicinské aplikace.

3.2 Interakce hyaluronan-tenzid

Hojné prostudovana je také myslenka interakce tenzidu s hyaluronanem, kde, zjednodusené
feceno, tenzid vytvari hydrofobni prostor pro rozpusténi nepolarniho 1é¢iva a polyelektrolyt,
V tomto piipad¢ hyaluronan, poskytuje vnéjsi ochranu a schopnost cileni k poskozené tkani.
Dané komplexy jsou také vice stabilni, protoze se v nich projevuji nejen elektrostatické, ale
také hydrofobni interakce.

Vzajemné psobeni hyaluronanu a tenzidu bylo cilem zajmu 7. Halasové a spol. [94]. Jako
vzorek byl pouZit hyaluronan o dvou molekulovych hmotnostech smichany s dvéma zastupci
kationtovych tenzidi — CTAT nebo CTAB v roztoku NaCl. Vysledky ukazaly, ze i kdyz
ptitomnost NaCl miiZe potlacit interakce mezi opacné nabitymi polyelektrolyty a povrchové
aktivnimi latkami, jsou tyto interakce stale pfitomny v nékterych systémech hyaluronan-
tenzid, bez ohledu na iontovy charakter povrchu. Molekulovd hmotnost hyaluronanu také
nema na posun CMC vyznamny vliv. Fluorescen¢ni data ale poukazala predev§im na fakt, Ze
tvorba agregatl (micel) se vyskytuje spiSe v ur¢itém intervalu, neZ v jednom konkrétnim bod¢
koncentrace povrchové aktivni latky, a to zeyjména v pfitomnosti hyaluronanu. Tento poznatek
je zasadni v problematice cilené distribuce 1é¢iv, kdy se pravé snazime zjistit, jestli, a pii jaké
koncentraci, je systém schopen vytvofit micely ochotné pojmout Ié¢ivo.

Sama Halasova [73] pak ve své dizertatni praci zkouma interakce CTAB
a hyaluronanu.Testy probchly v oblasti kolem CMC tenzidu, kdy se potvrdilo, ze tento je
schopen tvofit stabilni agregaty s hydrofobnimi doménami schopné pojmout nepoléarni latku
a zodpovédné za interakci s fetézci hyaluronanu. Testy byly provedeny pro riizné koncentrace
CTAB a rizna prostfedi. Pfi vySSich koncentracich tenzidu pak dochézi ke vzniku gelové
faze, kterd je schopna pojmout vSechnu nepolarni latku. Reologické vlastnosti gelli jsou
zavislé na pouzitémolekulové hmotnosti hyaluronanu. Solubiliza¢ni testy potvrdily, ze gel je
schopen vytvofit se v pfitomnosti témét jakékoliv latky nezévisle na jeji hydrofilicité ¢i
hydrofobicite, jedinou vyjimku tvotil mineralni olej s vysokou viskozitou a hustotou niz$i nez
voda.

Asi nejznamgéjsi je prace védeckého tymu K. Thalberga [95] jiz z roku 1989, ktery zkoumal
vzajemné interakce mezi hyaluronanem sodnym a kationtovymi tenzidy s riznou délkou
fetézce (8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhlikd). Bylo prokazéano, zZe jest¢ pod kritickou micelarni
koncentraci tenzidu dochazi k jeho navazani na hyaluronan, ovSem toto plati jen u tenzidi,
které obsahuji 10 a vice uhlikii v alkylovém fetézci. Po dalSim pfidavani tenzidu se agregaty
stabilizuji a dochazi 1 k tvorbé volnych micel. Vodivostni, solubilizatni a NMR méfeni
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prokdzaly, Ze micely s navazanym hyaluronanem maji mensi velikost nez volné micely
tenzidu. Byla také prokdzana nezévislost molekulové hmotnosti polymeru (nad urcitou
minimalni hodnotu) na interakci polymer-tenzid.

Interakce polymera s aniontovymi a neiontovymi tenzidy provétovali D. Yin a spol. [96],
ktefi také posoudili vliv pfidavku dalSich sacharidi.

3.3 Hyaluronové hydrogely v medicinskych aplikacich

Jednou z mozZnosti vytvoreni nosice 1éCiv je pfiprava hydrogelovych matric, jejichz porézni
struktura umoziuje pohodlné ukladani farmak. Vyhoda hydrogel je potom, pravé diky jejich
unikatni struktute, pozvolnéjsi uvoliovani l1é¢iva a zachovani vysoké lokélni koncentrace
lé¢iva v misté¢ ucinku. Mnoho studii proto stdle sméfuje ke stanoveni jejich fyzikalné
chemickych vlastnosti nebo piipravé novych typt hydrogelt. Kvili vysokému obsahu vody
jsou hydrogely pfirozen¢ biokompatibilni, z ¢ehoz vyplyva i jejich biologickd odbouratelnost.
Ta se da také fidit zménou podminek prostiedi napt. pH, teplotou nebo elektrickym polem. I
pfes to vSechno se zde vSak také setkdvame s fadou nevyhod. Nizkd pevnost v tahu
a biologicka degradace mohou byt pravé nezadouci v piilisném uvoliiovani 16¢iv. ReSenim
jsou sitovaci reakce, o kterych jiz bylo pojednano v ptedchozich odstavcich, jez maji za
nasledek zpevnéni struktury gelu. Velmi tuhé gely vSak mohou vykazovat problematicky
aplikacni potencial v injekénim podéni, a proto vyzaduji chirurgickou implantaci. Alchymie
V hledani optimélnich vlastnosti je tedy béh na dlouhou trat’, diky modernim technologiim se
vSak hydrogely uplatiuji stale vice v klinické praxi a procesech cilené distribuce [97].

K. Thalberg [98] prohloubil svou studii z roku 1989, kdyZ si v§iml, ze pfidanim urc¢itého
mnozstvi tenzidu k roztoku hyauronanu dochézi k fazové separaci téchto fazi. Pro dané série
testl byla pouzita sodna siil kyseliny hyaluronové a alkyltrimethylamonium bromidy s poc¢tem
uhlik vétSim nez 10. Vzniklé oddélené faze vykazovaly odliSnosti, kdy vrchni supernatant
projevoval viskozitu blizkou vodé, zatimco spodni faze byla tuha, vysoce viskozni. Tato
gelova faze je priihledna a izotropni. Solubiliza¢ni metodou, pii které je barvivo, které je
nerozpustné ve vodé, inkorporovano do gelu, byla zjiSténa pfitomnost micelarnich utvard
S hydrofobnimi doménami. Metoda NMR byla nasledn€ pouZzita na objasnéni struktury téchto
micel. V soucasnosti se provadi reologickd meéfeni na objasnéni vztahu mezi sloZenim
a viskoelastickymi vlastnostmi téchto typa gela.

Studie italskych védcl z roku 2000 se prave zabyva cilenou manipulaci ve viskoelastickych
vlastnostech pfipravenych geld. Odlisné hydrogely stejného zakladu lze piipravit
Z hyaluronanu, ktery je modifikovan kvartérnimi amoniovymi skupinami pochdzejicimi
z diaminu (tzv. linker). Modifikace probiha na karboxylovych skupinach hyaluronanu, kdy
vybérem r0zného linkeru lze cilené ménit vlastnosti vzniklych hydrogelli. Tym R.
Barbucciho [99] dosel pfi zkoumani reologickych vlastnosti téchto geld k zavéru, ze vSechny
modifikované gely vykazovaly lepsi viskoelastické vlastnosti nez gely nemodifikované,
pficemz elasticky modul pfevySoval ztratovy modul v celé Skale méfenych frekvenci, coz
naznacuje prave elasticky charakter.

Také P. Bulpip a spol. [100] se zaméfili na zlepSeni viskoelastickych vlastnosti
hyaluronovych hydrogelii a zvySeni jejich odolnosti vii¢i degradaci. Na kostfe hyaluronanu
esterifikovali karboxylové skupiny, stejné tak jako substituovali nukleofilni skupiny na
bocnim fetézci. Vysledkem byl chemicky sitovany hydrogel odolny vuci fragmentaci na
jednoduché cukry. Pro slibné pouziti v hojeni ran a tkdnovém inzenyrstvi napovidaly
vysledky inkorporace hyaluronanu do bun¢k, ¢i nadmérné vazani rastovych faktori na jeho
skelet.
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Jak napovida kapitola 3.1, pouziti miceldrniho roztoku hyaluronanu vykazuje nadéjné
vysledky pro cilenou distribuci 1é¢iv. Stejna myslenka napadla i G. Bajaje a jeho tym [101],
ktefi v roce 2012 zkouseli zapouzdiit PTX do hyaluronového hydrogelu. Jako modelovy
vzorek byly pouzity mySi s nddorem pobiiSnice. Hyaluronovy hydrogel dokézal udrzet
a postupné uvolnovat PTX v misté G¢inku az 14 dni. Pouziti klasické chemoterapie pomoci
PTX dosahuje udrzeni tohoto 1é¢iva v misté u€inku fadové v minutdch az hodinach. Ackoliv
hyaluronovy hydrogel nezvysSuje terapeuticky ucinek PTX, jeho postupné a dlouhotrvajici
uvolnovani je vsak tou spravnou cestou ve vyzkumu 1é€by nadorovych onemocnéni.

Metodu lyofilizace pouzili k vytvofeni nanoporéznich hydrogela Y. Minaberry a spol.
[102]. Do gelu jako aktivni latku inkorporovali gentamicin. Pfi testech se autofi zaméfili na
zkoumani rozpustnosti a agregace geli. Na zavér také potvrdili vyhodu prodlouzeného
uvoliovani aktivni latky z hydrogelu.

3.4 Vlastnosti tenzidu CTAT a problematika micel typu worm-like

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.6, chovani a vlastnosti tenzidu CTAT se podstatné 1isi od
jeho koleglh se stejnym skeletem, ale jinym protiiontem, a to zejména jeho schopnosti
samovolné tvofit tyCinkové ¢i cCervovité micely (worm-like micely) jiz pfi nizkych
koncentracich. Stanoveni jeho tokovych vlastnosti a charakterizovani vnitini struktury je
proto zasadni v definovani moznosti pouziti dan¢ho tenzidu na poli medicinskych aplikaci.

A. Pal a spol. [103] zkoumali strukturu vodného roztoku CTAT. Ten je schopen tvofit
worm-like micely i bez ptidavku jakékoliv soli. Popsany jev je zplsoben silnym vazanim
tosylatového protiiontu k micele, kvili jeho aromatické povaze ve srovnadni s anorganickymi
protiionty, jako napf. Br' nebo CI'. Ke stanoveni struktury pouzili autoii metodu polariza¢ni
optické mikroskopie a malothlového rozptylu rentgenového zareni (small-angle X-ray
scattering — SAXS). Zjistili, ze roztok je ve stavu nematické faze pro hmotnostni koncentrace
tenzidu mezi 32 a 45 % hm., pfi vy$sich koncentracich ptechazi do hexagonalni faze, ktera je
tvofend dlouhymi ty¢inkovitymi micelami, které jsou usporadany do dvoudimenzionalni sité.
Autofi konstatuji, Ze vyskyt nematické faze pres tak Sirokou Skélu koncentraci je nezvykly
Vv systémech tenzid-voda.

E. R. Macias [104] testoval v roce 2011 vliv iontové sily na reologické vlastnosti
micelarniho roztoku CTAT s ptidavkem riznych soli. Testy byly provedeny nad CMC pii
meénicich se podminkach (teplota, typ soli, koncentrace soli, iontova valence soli). Zavérem
studie bylo, ze micelarni roztok je kineticky staly nehledé na typ pouZit€ého protiiontu soli.
Védci také zjistili, ze vliv aniontu soli na viskoelastické vlastnosti polymeru sleduje
Hofmeisterovy fady.

R. Bandyopadhyay a A. K. Sood [50] zkoumali vliv pfidavku SiO; na reologické vlastnosti
geli na bazi CTAT. K poloziedénému gelu tvofenému Cervovitymi micelami CTAT byly
pfidavany koloidni submikronové castice SiO, v riznych hmotnostnich podilech v fadu
jednotek procent. Vyrazné zvySeni viskozity a Gy modulu (oznafovany jako
vysokofrekvenéni modul platé, ktery vychazi z komplexniho dynamického modulu G”) pfi
pfidavku niz8ich koncentraci SiO; bylo pfipisovano k silnym interakcim mezi SiO;
a zapletenymi worm-like micelami tenzidu. Naopak pii vysSich koncentracich SiO, dochdzelo
ke snizovani méfenych hodnot, pravdépodobné v disledku vzniku dvojvrstvy SiO,-tenzid.
Vyslednd studie vSak naznacuje moznost cileného ménéni viskoelastickych vlastnosti
hydrogelti na bazi CTAT pfiddnim presného mnozstvi aditiv, jako napt. zkoumaného SiO».
V ¢lanku autorl je také zminén fakt, Ze podobné interakce se vyskytuji i u jinych tenzidi
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stejného zakladu, jako napt. U jiz zminéného CTAB, kde se délka jeho micel vyrazné zvysila
po pridavku opaéné nabitych surfaktantti.

Vlivu iontové sily na viskoelastické vlastnosti worm-like micel CTAT se vénovali také M.
F. Torres a spol. [105]. Reologické testy a méfeni dynamického rozptylu svétla (DLS)
ukazaly, ze po pfidavku soli nastdva prudky nartst velikost téchto micel, ale jen do urcité
hodnoty koncentrace soli, kdy se tato Cervovitd micela stdva dostatecné dlouha a ohebna na
to, aby spiSe kontrahovala do klubka. To naznacuje, ze 1 s pfidavkem soli jsou vlastnosti a tvar
micel takové, Ze zabranuji vzniku nadmicelarnich agregatt.

M. R. Rojas [51, 106, 107] provedl tii studie tykajici se vzniku a vlastnosti worm-like
micel. Nejprve zkoumal v roce 2008 vliv smési opacné nabitych surfaktanti na vznik worm-
like micel. Ke studii byla pouzita smés CTAT/SDS v molarnim poméru 0,12. Méfenim
tokovych vlastnosti se ukdzalo, ze CTAT je pii koncentraci 20 mM silné citlivé i na maly
ptidavek dodecylsiranu sodného (SDS), kdy po ptidani jeho roztoku o koncentraci 2 mM se
3krat zvysil relaxaéni cas prekryvu reologickych moduld a roztok se stal vyrazné elasticky.
Autor také zminuje CMC CTAT jako hodnotu 0,26 mM a CRC pii koncentraci roztoku
1,9 mM, kdy na Cervovité micely pfechazi roztok tenzidu v hodnoté CRC v ostrém ptechodu,
nikoliv pozvolném sledu. Tento fenomén byl zjistén pomoci statického rozptylu svétla (SLS).
Worm-like micely mohou navic rist, az dokud nedosahnou koncentrace piekryvu klubka.
Tyto roztoky vykazuji viskoelastické vlastnosti srovnatelné s vysokomolekularnimi polymery.
Délka worm-like micel je zavisla na teploté, iontové sile a ptitomnosti dalSich komponent
v roztoku, jak bylo zkouméano i1 piedeSlymi autory. Tvorba téchto micel pii nizkych
koncentracich mtize byt podpoiena ptfidavkem hydrotropu (jednd se o siln€¢ se vazajici
protiiont nebo pifidavek dalsiho opa¢né nabitého surfaktantu). P-toluensulfonat jako protiiont
vykazuje znacné snizeni CRC oproti napt. bromidu v CTAB, u n¢hoz dosahuje hodnota CRC
nad 200 mM. Zapojeni opaéné nabitého surfaktantu do systému, piikladné SDS uvadény
Vv této studii, miize mit podobny efekt jako protiionty, které stabilizuji ndboj na povrchu
micely, a ta mtze dal rust. Duvod, ze p-toluensulfonatovy aniont snizuje oproti bromidovému
tak vyznamné CRC je hydrofobicita jeho fenylové skupiny, ktera umoziuje co-micelizaci se
surfaktantem a tvorbu delsich worm-like micel.

O 2 roky pozdé€ji zkoumal stejny tym védciv daném systému CTAT/SDS navic vliv
pfidavku jednoduchych soli.

Svou trilogii zakonc¢il M. R. Rojas a spol. v roce 2009 kombinaci CTAT s dendrony.
Vysledky ukdzaly hydrofobni interakce mezi danymi typy latek, kdy smés CTAT/dendron
byla vice elasticka nez samotny roztok CTAT.

Stejné vysledky jako pfedchozi studie, a to zvyseni elasticity roztoku z divodd zvySeni
koncentrace worm-like micel, dokazal v roce 2011 tym J. C. Cuggina [108], ktefi
kombinovali 20 mM CTAT s jejich nové syntetizovanymi dendronizovanymi polymery na
bazi amino Behera akrylatl, které si charakterizovali pomoci DLS, NMR, gelové permeacni
chromatografie (GPC) a FT-IR. Po pridavku pouze 0,25 ppm polymeru k roztoku CTAT
vzrostla jeho elasticita 2krat.

Také jiz v roce 1996 zkoumali J. Narayanan a spol. [109] vliv ptidavku soli na velikost
arast micel CTAT. Pouzili, v t¢ dobé, pomérné¢ moderni, fluorescencni techniku FRAPP
(fluorescence recovery after fringe pattern photobleaching), ktera pocita difuzni koeficienty
micel pomoci zhaSeni fluorescence sondy, ktera je osvicena pulznim paprskem laseru. Autofii

“, e

jsou schopny po piidavku soli (napf. salicylatu) tvofit tyCinkovité micely, a tim prechazet
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z roztoku na viskoelastické gely. Vhodnym vybérem aniontu a koncentrace jsme schopni
vytvofit gely pozadovanych vlastnosti. V piipadé¢ hydrofobniho aniontu p-toluensulfonéatu
u tenzidu CTAT potvrzuji také autofi jeho niz§i CMC a témét okamzity vznik ty¢inkovych
micel pii pridavku soli jak 0,1 mM, tak 1 mM KBr. V nepfitomnosti soli rostou micely jen
velmi pomalu od koncentrace 0,06-0,7 % hm., kdy dosahnou koncentrace prekryvu micel.

R. Abdel-Rahem [48] zkoumal vliv hydrofilnich a hydrofobnich protiionti tenzidi na
morfologii micel. Autor poukazuje, ze hydrofobni protiionty ur¢itych tenzidi mohou zpusobit
rust jejich micel a zménu morfologie ¢i geometrie. Této zmény lze téz dosdhnout pouzitim
hydrofilnich protiiontt, ale je pozadovana vyS$i koncentrace surfaktantu. Pfi testech vlivu
hydrofobnich protiiontl kationtovych tenzidli byly porovnani tfi zastupci, a to CTAT, CTAB
a CTAC. Nejnizsi CMC vykazovalo CTAT diky nejsilnéji vazané p-toluensulfonatové
skuping. Z vysledkli méteni volné Gibbsovy energie micelizace a agregacniho Cisla také
vyplyva nejvétsi tendence CTAT k samovolnému ristu micel a vitbec k micelizaci. Pomoci
DLS byl zkoumén vliv pfidavku soli NaCl k CTAT. Jak bylo potvrzeno i ptedeslymi
studiemi, po ptidavku NaCl doslo k rapidnimu rdstu micel. Autofi konstatuji, Ze piechod
sférickych na worm-like micely 1ze dosédhnout i jinak nez zvySenim koncentrace. U vzorku
CTAB byla metodou elektronové mikroskopie se zmrazenim vzorku (cryo-TEM) pozorovéana
koexistence sférickych a worm-like micel po piridavku kyseliny methylsalicylové
a hydroxybenzoové do jeho roztoku. Roztok vykazoval lepsi viskoelastické vlastnosti diky
pfitomnosti worm-like micel. Ty vznikly v disledku zmenSeni efektivni plochy hydrofilnich
hlav pfi reakci s karboxylovou skupinou kyseliny, pficemz se zaroven zvysila efektivni plocha
uhlovodikového fetézce pifi penetraci fenylové skupiny z kyseliny. Toto mad za nasledek
spravné uspotradani micel a vede k jejich ristu. Na zavér tedy autofi shrnuji fakta, Ze rhst
micel iontovych tenzidu je silné zavisly na hydrofobicité protiiontu z divodu jejich silného
vazéni na hydrofilni hlavu. Také povrchova aktivita téchto protiionti hraje vyznamnou roli
vV micelarnim ristu. Ve vazbé hydrofobnich protiionti na molekulu surfaktantu se zapojuji jak
hydrofobni interakce, tak elektrostatické interakce. Stejné tak, obsahuje-li protiiont i kratky
alkylovy fetézec, je 1 tento zahrnut do interakci s micelou.

Na pocest 60. narozenin izraelského profesora Nissima Gartiho, ktery plisobi na univerzité
v Jeruzalémé, predlozil vedouci jeho védecké skupiny S. Ezrahi [110] rozsahlé review
zabyvajici se vlastnostmi a hlavnim pouzitim worm-like micel. Prace z roku 2006 zmifuje
piredevsim vliv délky fetézce na reologické a viskoelastické vlastnosti a dale pak pouZiti
tenzidl tvoticich dany typ micel pfi t€Zbé€ ropy, v nanobiotechnologiich nebo jako chytré gely
pro medicinské aplikace.

Podrobny popis piemény sférickych na worm-like micely u CTAB popsali jiz v r. 1994
védci z univerzity v Minnesoté Z. Lin a spol. [111]. P¥idavek methylsalicylové a benzoové
kyseliny k 20 mM roztoku CTAB zpusobi piechod jeho sférickych micel na micely typu
worm-like. Pro pozorovani pouZzili metody cryo-TEM, reologii a malotthlovy rozptyl neutront
(SANS). Z méteni vyplynulo, Ze pfechod ve tvaru micel probiha v §ir§im koncentracnim fadu
kyseliny methylsalicylové a oba typy micel koexistuji spolu. Vysledky také naznacuji, ze
prichod benzenového jadra do micely hraje dilezitou roli v pribéhu tohoto prechodu. Na
sérii experimentl byly pouzity 3-, 4- a 5-methylsalicylové kyseliny, u nichZ ptechod probihal
stejné. Methylova skupina je hydrofobni a nebrani benzenovému jadru v priichodu do vnitini
hydrofobni domény tenzidu. Naopak z testovanych 2-, 3-, 4-hydroxybenzoovych kyselin byla
nejefektivnéjsi k prechodu pravé 2-hydroxybenzoova kyselina, pravé proto, Ze pii pohybu
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hydroxy skupiny po benzenovém kruhu, stini tato hydroxy skupina hydrofobni ¢ast benzenu
a snizuje jeho efektivitu.

Zavislost velikosti micel z piedchozi studie na teploté a koncentraci zkoumal tym N. Ch.
Dase [112], ktery pouzil roztok CTAB/NaSal (tenzid/salicylat sodny v poméru 0,6) a metodu
SANS. Vysledky ukazaly, Ze s rostouci teplotou se worm-like micely daného systému
zmensuji, se zvysujici se koncentraci slozek naopak prodluzuji.

Studie E. Feitose a spol. [113] dokazuje, Ze i CTAS (s protiiontem (SO4)?) je schopno po
prekroCeni urcité koncentrace ptidané soli (Na,SO,4) prechdzet z jednoduchych kulovych
micel na micely typu worm-like. Autofi vzorek podrobili detailnimu testovani pomoci DLS,
stacionarni fluorescence, fluorescence s cCasové rozliSenym zhaSenim (time resolved
fluorescence quenching — TRFQ), tenziometrie, vodivostnich testl a izotermalni titra¢ni
kalorimetrie (ITC). Pfeména micel probihala pfi ptidavku soli vy$§im nez 0,3 mM.

D. Li a spol. [114] pouzili metodu stacionarni fluorescence s pyrenem jako sondou ke
stanoveni dvou kritickych micelarnich koncentraci CTAC. Jako rozpoustédlo pouzili
ekvimolarni mnozstvi vody a ethanolu. CMC; byla stanovena na 0,125 M, zatimco CMC,, pti
které roztok prechazi ze sférickych na ty€inkovité micely, byla stanovena na 0,21 M. | zde
tedy byl dokazan fakt zmény morfologie tvaru micel tenzidu v zévislosti na jeho koncentraci.

Trojice védcuive slozeni M. Almgren, J.-E. Léfroth a R. Rydholm [115] dokéazala pomoci
metody fluorescen¢ni sondy koexistenci globuldrnich a ty¢inkovych micel v roztoku smési
CTAB/CTAC. Fluorescen¢ni kiivka vykazovala dvoji zlom. Prvni zlom reprezentuje kratsi
dobu Zivota, ktera popisuje pyren rozpusStény v tyCinkovych micelach, zatimco druhy,
s dlouhou dobou zivota, zastava pyren rozpustény ve sférickych micelach.
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4 CILE PRACE

Predlozena diplomova price je zaméfena na studium vlastnosti fazové separovanych
hydrogeli na bazi hyaluronan-tenzid, které vznikaji elektrostatickou interakci mezi témito
opatné nabitymi latkami. Hyaluronan byl vybran jakozto zastupce biokompatibilniho,
zaporn¢ nabitého polymeru. CTAT piedstavuje modelovy vzorek tenzidu, ktery, jak jiz bylo
zminéno v Gvodu této prace, neni tak hojné vyuzivan na Skolicim pracovisti Fakulty chemické
VUT v Brn¢. Pivodni myslenka tedy byla sestavit hlubokou reSersi na téma vlastnosti tohoto
tenzidu a analytickych metod pouzivanych k jeho charakterizaci. Z ni pak vyplyva, ze pro
zékladni zhodnoceni vlastnosti se klasicky pouziva metoda reologie, kterd se v této praci fadi
mezi stézejni. Pro lepsi prezentaci a pochopeni vysledkli a zhodnoceni faktu, zdali ma jiny
protiiont a rozdilny tvar micel tenzidu CTAT néjaky vliv na interakci s hyaluronanem, gelaci
a viskoelastické vlastnosti téchto gelii, byly soubézné vSechny testy provadény také pro
tenzidy CTAB a CTAC, jejichz vysledky byly nésledné porovnany.

I pres mnoho piedpokladii v chovani tenzidu CTAT, které vyplyvaji z reSerSni ¢asti, pro nas
byla prace s timto vzorkem novym polem pisobnosti. Proto je v experimentalni ¢asti zahrnuta
také kapitola obsahujici senzorickou analyzu autorem prace popisujici chovani gelii pfi jejich
vyrobé a métfeni nebo vhodnost pouziti té¢ ¢i oné metody piipravy. Pravé porovnani, jestli
pouzivané Ctyfi metody piipravy daji ve vysledku stejny gel, je klicovou casti vysledku
reologického méfeni. Duraz je kladen hlavné na srovnani paralel sucha a mokra cesta, resp.
stani ¢i odstfedéni vzorkid. Podrobnéji je o této problematice popsano v nasledujici kapitole.

Prvotni pokusy o pouzitelnosti metody malouhlového rozptylu rentgenové zafeni pro hlubsi
charakterizaci vnitini struktury gelti jsou prezentovany v uplném zavéru piedlozené prace.
Snahou téchto méfeni bylo porovnat velikosti ¢astic vychozich latek a z nich vzniklych
hydrogelt pro lepsi pochopeni jejich interakce.

Ze souhrnnych vysledu diplomové prace si tato klade za cil zhodnotit a diskutovat stejné ¢i
rozdilné chovani piipravenych hydrogelt pii pouziti tenzidu s odlisnou vnitini strukturou nez
maji ty hojné uzivané. Zejména z tokovych méfeni jsou pak také vyvozeny zavéry
0 aplika¢nim potencidlu téchto vzorki na poli medicinskych aplikaci.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy
Hyaluronan LMW Hya (hyaluronan o molekulové hmotnosti 250—-450 kDa),
M,, = 340 kDa, CPN spol. s.r.0., sarze 230215-E1

HMW Hya (hyaluronan o molekulové hmotnosti 1 400-1 600 kDa),
My, = 1 540 kDa, CPN spol. s.r.0., Sarze 181214-4-D1

CTAB CAS: 57-09-0, Sigma-Aldrich s.r.o., Sarze 120152
CTAC CAS: 112-02-7, Sigma-Aldrich s.r.o0., Sarze 1436113V
CTAT CAS: 138-32-9, Sigma-Aldrich s.r.o0., Sarze 026K1508
Olejova Cerven CAS: 1320-06-5, Sigma-Aldrich s.r.o., Sarze 018K0669
Chlorid sodny CAS: 7647-14-5, Lach-ner s.r.o., sarze PP/2009/06278
Voda Deionizovana voda Miliphore; Purelab: ELGA

5.2 Priprava zasobnich roztoku a vzorki fazové separovanych hydrogeli

5.2.1 Priprava zasobniho roztoku NaCl

Rozpusténim piesné navazky v deionizované vod¢ byl pfipraven roztok NaCl o koncentraci
0,15 M, coz piedstavuje fyziologicky roztok. Pro dal$i pouZiti byl roztok NaCl dale
uchovavan pfi laboratorni teploté.

5.2.2 Priprava zisobniho roztoku hyaluronanu
Pfesnd navédzka hyaluronanu byla smichana s pfiblizné % pozadovan¢ho objemu 0,15 M
NaCl. Po uplném rozpusténi na magnetické michacce (cca 8-12 hod.) byl piesny objem
upraven pomoci odmérnych ban€k na pozadovany vysledny objem a roztok byl opét
ponechan na magnetické michacce po dobu nejméné 12 hodin.

Pro obé pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu byly pfipraveny zasobni roztoky
0 koncentraci 2 % hm. a 0,5 % hm. Roztoky byly uchovany v lednici pii 4 °C.

5.2.3 Priprava zasobniho roztoku tenzidu
Pro vSechny tfi pouzité tenzidy (CTAB, CTAC, CTAT) byl pouzit obdobny postup pfipravy
zasobnich roztokid. Presnd navazka tenzidu byla smichana s potfebnym mnoZstvim 0,15 M
NacCl a roztok byl ulozen na magnetickou michac¢ku na 24 hodin.

V ptipad¢ tenzidi CTAB a CTAC byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci 200 mM
a 50 mM. Vzorek CTAT byl navic rozsifen zasobnimi roztoky o koncentraci 75, 100
a 150 mM. Roztoky byly dale uchovany pii laboratorni teploté.

5.2.4 Priprava fazové separovanych hydrogelu

Pro obé& pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu byla, smichdnim zasobnich roztoki Hya
a tenzidl, pfipravena ctvefice gelli dle nasledujiciho schématu, a to s kazdym ze tiech
pouzitych tenzidd.
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2 % Hya + 200 mM tenzid
2 % Hya+ 50 mM tenzid
0,5 % Hya + 200 mM tenzid
0,5 % Hya+ 50 mM tenzid

V pripad¢ CTAT byly navic pfipraveny gely o vychozi koncentraci tenzidu 75, 100
a 150 mM, a to pro obé molekulové hmotnosti i koncentraci Hya. Ptehled téchto doplitkovych
geltt mimo zakladni ¢tvefici je uveden nize.

2% Hya+ 75mM CTAT
2 % Hya + 100 mM CTAT
2 % Hya + 150 mM CTAT
0,5% Hya+ 75mM CTAT
0,5 % Hya + 100 mM CTAT
0,5 % Hya + 150 mM CTAT

Fyzikaln¢ sitované hydrogely vzniklé fazovou separaci pfi interakci hyaluronan-tenzid byly
pro tuto praci pfipraveny étyfmi metodami. Suché cesta’ michani vzorkt, které byly naslednd
ponechany k relaxaci stdnim, byla oznacCena jako priprava €. 1, mokrd cesta michani
zasobnich roztokil s naslednym stanim vzorku je znacena jako pFiprava €. 2, obdobné¢ suché
a mokra cesta s odstfedénim vzorkl jsou oznaceny jako priprava &. 3, resp. €. 4.

Podrobnéjsi popis danych metod pfiprav je zminén v nasledujicich podkapitolach.

5.2.4.1 Metoda piipravy hydrogelit ¢. 1 — sucha cesta, stani

Ptiprava vzorkd hydrogeldi s naslednym stanim probihala ve sklenénych vialkdch. Metoda
spoc¢iva ve smichani presnych navazek hyaluronanu a tenzidu, které byly nasledn¢ ve vialkach
homogenizovany pomoci tfeni Spachtli. K homogenizovanému prasku z danych komponent
byl posléze piilit pfesny objem 0,15 M NaCl, standardné 6 ml. Vysledny roztok byl nékolik
sekund vortexovan a ponechan 24 hodin v klidu. Béhem této doby doslo k oddéleni gelové
faze.

Jelikoz se pii ptfipravé mokrou cestu michaji zasobni roztoky v poméru 1:1, tak je pro
zachovani stejnych koncentraci komponent ve vzniklém gelu potieba spocitat navazky na
suchou cestu pro polovinu vysledného objemu, v tomto piipadé 2 % ¢i 0,5 % Hya, resp.
200 mM ¢i 50 mM tenzid v objemu 3 ml.

5.2.4.2 Metoda pripravy hydrogelit ¢. 2 — mokra cesta, stani

Fazova separace gelti touto metodou probihala ve sklenénych vialkach, v nichz byly smichany
zasobni roztoky Hya a tenzidu v poméru 1:1. Standardné€ pfipravovany vysledny objem
vzniklého roztoku byl 6 ml. Ten je posléze vortexovan a ponechan 24 hodin v Kklidu
k oddéleni gelové faze.

5.2.4.3 Metoda pripravy hydrogelit ¢. 3 — suchd cesta, odstiedéni
Postup pfipravy je téméf shodny s metodou €. 1., avSak michani vzorkd probihalo ve
sklenénych centrifugacnich zkumavkéach. Po homogenizaci a vortexovani roztoku byl tento

! Prihlaska vynilezu PV 2016-946 — Zplisob piipravy fyzikalng sitovaného hydrogelu s alespoii jednou
solubilizovanou hydrofobni skupinou.
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odstied’ovan po dobu 15 min a 3 500 ot/min na rota¢ni centrifuze ROTOFIX 32 Hettich
Zentrifugen.

5.2.4.4 Metoda pripravy hydrogelit ¢. 4 — mokra cesta, odsti‘edéni

Metoda je obdobna s postupem ¢. 2, kdy jsou do centrifugac¢nich zkumavek smichany zasobni
roztoky vybranych komponent v poméru 1:1. Vznikly roztok je poté homogenizovan
promichanim Spachtli, vortexovan nckolik desitek sekund, a poté odstfedén opét pfi
3 500 ot/min po dobu 15 min.

5.3 Metody méreni a standardni vyhodnoceni dat

5.3.1 Reologie - oscila¢ni testy

Veskera reologickd méfeni byla provedena na rotaénim reometru DISCOVERY HR2 od
firmy TA Instruments pii teploté¢ 25 °C, jez byla temperovdna pfed kazdym méfenim.
V ptipadé gelovych vzorkii byla pouzita geometrie typu deska-deska s priimérem horni
rotaéni ocelové desky 20 mm. Pro méfeni reologickych vlastnosti zasobnich roztoku, které
byly provedeny hlavné pro srovnani tokovych vlastnosti s gely, byla pouzita geometrie typu
double gap (viz obr. 17). Software TRIOS umoziuje nastaveni jednotlivych parametr. Pied
kazdym méfenim byl zaveden krok relaxace vzorku tzv. ,,conditioning step“, kdy po sjeti
senzoru do méfici polohy je vzorek ponechan k relaxaci po dobu 5 min pti pozadované teploté
meéfeni. V pripad€ prvniho typu geometrie je horni rotacni deska v méfici poloze vzdalena
100 pm od spodni staciondrni desky. V druhém provedeni je horni rota¢ni valec v méfici
pozici vzdalen 500 pmod dna spodniho valce, do kterého se zasouva.

Pro vSechny typy vzorkd byl nejprve proveden deformacni test tzv. ,,strain sweep test”,
jehoz vysledkem je zavislost viskoelastickych modult na ménici se amplitudé deformace pfi
konstantni hodnoté frekvence oscilaci, ktera byla nastavena na 10 rad/s. Rozsah amplitudy
deformace se v pribéhu méfeni ménil v rozmezi 0,01-1 000 %. Vysledkem téchto testd je
nalezeni optimalni hodnoty amplitudy deformace, kterd je poté pouzita do dalSich typl
meéfeni. Tato hodnota lezi v tzv. linearni viskoelastické oblasti (LVO), ktera je zakoncena
tésné pied protnutim obou modulli, tzv. cross pointem. Po piekroCeni takové amplitudy
deformace nastava nevratné poruseni uzla gelu, ktery jiz poté neni schopen nabyt své pivodni
struktury. Poloha viskoelastickych moduld vii¢i sob€ ve strain sweep testu je také nositelem
informace o tom, které chovani u dané latky ptfevazuje, jestli tedy vykazuje charakter jako
elastické téleso ¢i viskozni kapalina. Gely lze také porovnat z hlediska rozsahu LVO, kdy ten,
jehoz cross point obou moduli je posunut k vy$§im hodnotam amplitudy deformace, dosahuje
lepsich mechanickych vlastnosti, co se tyce rigidity struktury gelu. Typicky priabéh zavislosti
viskoelastickych modulti na amplitudé deformace je uveden na obr. 18. V tomto konkrétnim
ptipad¢ prevysuje elasticky modul nad viskozitnim a danad viskoelasticka latka vykazuje
pievahu elastického chovani.

Druhy typ testl reologického méfeni se nazyva frekvencni test s konstantni hodnotou
amplitudy deformace, tzv. , frequency sweep test“. Dana hodnota deformace byla vybrana
zZ predchozich testi tak, aby nalezela do LVO. U vsech vzorku byla pouzita jeji hodnota 1 %.
Rozsah ménicich se frekvenci byl nastaven v rozmezi 0,01-20 Hz. Vysledky poté ukazuji
zavislost viskoelastickych moduli na frekvenci oscilace. Zde je téZ moZno usuzovat
mechanické vlastnosti gelil s ohledem na cross point moduld, 1i$i se pouze doba piisobeni sily
o stejné velikosti. Rozdilné hodnoty intenzit modulti (v grafech ve smyslu pohybu po ose Y)
vypovidaji o mechanickych vlastnostech gelu jako celku. Dle rovnice (7) byly také
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vypocitany ztratové uhly o, jejichZz porovnani je piehlednéjsi v ptipadé vétstho mnozstvi
vzorki, jelikoz jsou oba viskoelastické moduly slouc¢eny v jednu kiivku.
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Obr. 18: Typicky priibéh viskoelastickych modulii v deformacnim testu, Sipkou je zndzornéna
LVO

5.3.2 Reologie — tokové testy

Tokové testy sleduji zavislost viskozity vzorku na smykové rychlosti. Méfici geometrie,
temperace 1 relaxace vzorkii jsou obdobné jako v pfedchozich méfenich. Lisi se pouze
nastaveni parametrd v médu pro méfeni tokovych kiivek. Smykova rychlost byla zadana
v rozmezi 0,02-200 s, kdy v tomto rozsahu piistroj provadi 21 skentl pii péti bodech na
dekadu. Jeden sken trva maximalné 60 sekund, kdy nesmi odchylka viskozit tfi opakujicich se
bodl méfeni jednoho skenu presdhnout 5 %. Vys§i smykové rychlosti nejsou vhodné pro dany
typ vzorki, zejména v geometrii deska-deska, kdy toto zapii¢inuje vylétavani vzorku z méfici
aparatury. Tokové kiivky podavaji informaci zejména o newtonském ¢i nenewtonském
chovani latek.

Veskera data z reologickych méteni byla exportovana do MS Excel, kde byly spocitany
potiebné vysledky a hodnoty vyneseny do grafii. Pro lepsi prezentaci dat jsou u vSech grafii
reologickych méfeni pouZita logaritmickd métitka u obou os. Finalni kiivky nebyly proloZeny
zadnym matematickym modelem, jelikoz je tato diplomova prace zaméfena na zakladni
charakteristiku gelt a posouzeni jejich viskoelastickych vlastnosti dle elastickych a ztratovych
moduld, popt. tokovych kiivek. Ty byly posléze diskutovany z hlediska aplikacnich vlastnosti
jako napf. porovnani se smykovymi rychlostmi mrknuti oka a k tomu odpovidajici viskozitou
slz, apod.

Kazdy vzorek byl zméfen vSemi druhy testi minimalné dvakrat, dokud nenastala shoda
mezi vyslednymi kiivkami ze dvou méfeni.

5.3.3 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni
Me¢ifeni malothlového rozptylu svétla bylo provedeno externé na pracovisti Centralni
laboratoie RTG Difrakce a Bio-SAXS, ktera je soucasti Stiedoevropského technologického
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institutu (CEITEC) v Brn¢€. Po schvéleni zadosti byla tamnimi specialisty zméfena primarni
sada vzorkd, jejiz vyhodnoceni meélo piinést informace o pouzitelnosti této metody
propiipadna dalsi méfenike stanoveni velikosti ¢astic a tvaru micel tenzida v hydrogelu.

Vzorky byly méteny pfti laboratorni teploté ve sklenénych kapildrach o priméru 1 mm,
které byly vkladany v sériich po tiech do pfistroje Rigaku BioSAXS-1000 SAXS. Vzorek byl
do kapilary davkovan v objemu cca 10 pul pomoci injekéni stiikacky a jehly o priméru
0,8 mm a délce 120 mm. Pfili§ tuhé gely nebylo mozné protlacit jehlou a nadavkovat do
kapilary. Pouzitelnost této metody ptipravy, popi. vhodnost vzorkli na toto meéfeni je
diskutovano v kapitole 6.1, popt. v kapitole 6.3. Kapilary jsou poté zataveny a po vloZeni do
pfistroje je cely méfici prostor evakuovan.

Jako zdroj rentgenového zafeni je u pristroje Rigaku pouzita rotatni médéna anoda a na
zafokusovani paprsku je pouzito multivrstevné parabolické zrcadlo. Méfeni probihd
Vv transmisnim modu pii vykonu zdroje 40 kV a proudu 30 mA.

Poté, co jsou vzorky pfipraveny v méficim prostoru, ktery se nachéazi 0,4 m od detektoru
PLATUS 100K od firmy Dectris Ltd., je pomoci softwaru provedeno postupné nastaveni
paprsku rentgenového zaieni do stfedu vSech tii kapilar se vzorky. Pouzita vinova délka
zéfeni je nastavena jako 1,54 A. Nésledné byla provedena dvojdimenziondlni analyza, ktera
trvala 10 min na jeden vzorek. Detektor pfitom snima rozptyl rentgenového zéafeni v rozmezi
uhla 0,1°-9,15°. Pravé rozptyl v téchto malych thlech nese uzite¢nou informaci o tvaru
a velikosti makromolekul a nehomogenité¢ castic. Pro subtrakci pozadi bylo méfeno
rozpoustédlo (0,15 M NaCl) za stejnych podminek. Radialni praimérovani a subtrakce pozadi
byly provedeny v programu SAXSLab3.0.0r1, Rigaku.

Vyhodnoceni dat probihalo ve spolupraci s konzultantem-specialistou na pracovisti
rentgenové difrakce Fakulty chemické VUT v Brné. V programu EasySAXS byla surova data
zavislosti intenzity zafeni | na vinovém vektoru g prolozena matematickym modelem, ktery
spocita distribu¢ni parametr D, funkce dle rovnice:

R max

[D,(R)R =1. 8)

R min

Z rovnice poté software vyhodnoti distribu¢ni diagram, na kterém je mozné vidét rozloZeni
castic v zavislosti na poloméru R. Integralni kiivka, vypovidajici o objemovém zastoupeni
jednotlivych frakci castic, je ve vysledném grafu také pfitomna. Ptiklad vyhodnoceni dat
v software EasySAXS je uveden na obr. 19.
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Obr. 19: A) Priklad prolozeni distribucni funkce vhodnym matematickym modelem v
programu EasySAXS, B) vysledny distribucni diagram
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola podrobn¢ popisuje ziskané vysledky z méteni vlastnosti i chovani hydrogelt na
bazi hyaluronan-tenzid. Zavéry meéfeni jsou rozdéleny do jednotlivych kapitol dle jiz
popsanych pouzitych instrumentalnich metod.

Podkapitola 6.1 sdé€luje informace subjektivniho hodnoceni autora o metodach ptipravy
a problémech pii praci s gely. Rozebrano je chovani gelt a jejich pouziti pro dané
instrumentace, dale také jejich vzhled ¢i mechanicka pevnost nebo tekutost pii aplikaci do
m¢éficich aparatur. Tabulky vysledki jsou doplnény ukazkovymi fotografiemi z ptipravy gela
ruznymi metodami, jejich reakce na zménu teploty, popft. srovnani mnozstvi vzniklého gelu.

V nasledujici podkapitole, ktera zaujima stézejni pozici v této praci, jsou zhodnoceny
zékladni viskoelastické vlastnosti pfipravenych hydrogeli. Metody piipravy a pouziti
odlisnych komponent pro slozeni geld jsou diskutovany s ohledem na mechanické a tokové
vlastnosti danych gelid. Aplikacni potencial pro medicinské aplikace je vyvozen z vysledkl
tokovych méfeni pfi jejich srovnani s vybranymi tokovymi vlastnostmi biologickych ¢i
pramyslovych procesi.

Posledni kapitola struéné shrnuje prvotni pokusy o pfinos ¢i naopak nevhodnost aplikace
metody malouhlového rozptylu rentgenového zéateni na dané typy vzorki.

6.1 Vizualni charakterizace chovani a vlastnosti hydrogeli

I ptesto, ze by se mohlo vizualni zhodnoceni gell jevit jako irelevantni a nic nevypovidajici,
opak je pravdou. Hned na prvni pohled jsou totiz mezi vzhledem a mechanickymi vlastnostmi
gelll znat jemné nuance, které napovi o mozném chovani ¢i pouziti gelti pro danou aplikaci ¢i
instrumentélni analytickou metodu.

Z predchozi zkusenosti pfi praci s hydrogely na bazi Hya-CTAB vyplyva, Ze pfi pfichystani
roztoku pro fazovou separaci na vysledny objem 6 ml vznikne ptiblizné 1 ml gelu. Nejprve
proto byla sestavena ctvefice gela dle tabulky 1, kdy byl zhodnocen vliv protiiontd pouzitych
tenzidl na objem vzniklého gelu. Diivod pouziti pouze nejvyssich koncentraci Hya i tenzida
Z nabizenych moznosti pifipravy geli dle zdkladni ctvetice (viz kapitola 5.2.4) byl Cisté
prakticky, kdy v téchto pfipadech dochazi ke vzniku nejvétSich mnozZstvi gelit v porovnani
s pouzitim nizSich koncentraci vstupnich komponent. Pouzité cislovani zptsobu pfipravy,
které je uvedeno v tabulce, koreluje s t€émi, popsanymi v kapitole 5.2.4. Pro tplnost je také
tieba dodat, Ze ¢iselné oznaceni gelti v tabulce 1 neni totozné s ¢islovanim v tabulce 2, ktera
prezentuje gely pfipravené jako zakladni ¢tvefice. I pies stejné Cislo oznaceni se tudiz lisi
vychozimi koncentracemi stavebnich komponent.

Tab. 1: Prehled gelii pro primarni vizudlni charakterizaci

Ciselné oznaleni gelu Metoda pripravy SloZeni
1 1 2 % HMW Hya + 200 mM CTAB
2 1 2 % HMW Hya + 200 mM CTAT
3 1 2 % HMW Hya + 300 mM CTAB
4 1 2 % HMW Hya + 200 mM CTAC
5 2 2 % HMW Hya + 200 mM CTAB
6 2 2 % HMW Hya + 200 mM CTAT
7 2 2 % HMW Hya + 300 mM CTAB
8 2 2 % HMW Hya + 200 mM CTAC
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Pouziti koncentrace 300 mM u tenzidu CTAB prezentuje snahu o zménu tvaru jeho micel.
Dle inspirace z reserse je patrné, ze pii koncentracich vyssich nez 200 mM piechazi CTAB ze
sférickych na ty¢inkové micely. Z obr. 20 a 21, které prezentuji gely popsané v tabulce 1, je
vSak patrné, ze tvar micel nema vliv na vysledny objem vzniklého gelu. Pro piehlednost zde
byly gely obarveny olejovou cerveni. Fakt, Ze v ptipad€¢ tenzidu CTAT, obsahujicim
nikoli vSak tvarem micel. Jak jiz bylo o tomto fenoménu popsano v kapitole 3.4, CTAT je
schopno gelovat samovolné i ve vodném roztoku, a to jiz pti koncentraci 100 mM, z divodu
hydrofobicity tosylatového protiiontu. Pfi pouZiti jeho niZSich koncentraci, ptikladné 50 mM
pro pfipravu gelti ze zdkladni ctvefice, vznikalo obdobné mnozstvi vysledného gelu jako
v pfipadé gelti s CTAB a CTAC.

Obr. 20: Znazorneéni vzhledu a mnoZstvi gelii z primarni charakteristiky — foceno ihned po
pripravé
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Obr. 21: Znazorneni vzhledu a mnozZstvi gelii z primarni charakteristiky — foceno dva mésice
po priprave

Obr. 20 a 21 také ukazuji na ¢asovou trvanlivost vzorkt. Prvni z nich je focen ihned po
pripravé, druhy po dvou mésicich stani. Jiz na prvni pohled je patrné, Ze se gely ni¢im nelisi.
Me¢éteni viskoelastickych vlastnosti a vnitini struktury pomoci metody SAXS, bylo u téchto
prvnich osmi vzorkl, z casovych divodl, provedenou pouze jednou. I tak vsak vysledky
naznacuji shodu vlastnosti geli ihned po pfipravé a po dvoumési¢nim stani, coz vypovida o
mechanické stabilité téchto geli.

Pravé u gelu sloZzenych z nejvyssich koncentraci vychozich komponent (tabulka 1) je
velmi jasné patrné fazové rozhrani. Gely jsou také na pohled tuzsi, tudiz je u nich jednodussi
zpozorovat vliv metody ptfipravy. Porovnani pripravy €. 1 a 2, ¢ili sucha a mokra cesta s
naslednym stdnim vzorku, vykazuje zanedbatelny rozdil na vysledny vzhled gelu. Z
nasledujicich odstavct je vSak patrné, Ze u ostatnich geld s pouzitim jinych vychozich
koncentraci stavebnich latek, mtize byt vliv pfipravy zasadni. Gely se lisi svou tuhosti ¢i
tekutosti, u nekterych ptiprav také neni dosazeno Uplného rozpusténi vychozich latek, i pres
finalni gelaci systému. Z toho divodu je pro ten ¢i onen vzorek néktera z metod piipravy
zcela nevhodna.

Po prvotnim zhodnoceni vizualni stranky geli byly pfipraveny sady vzorkt pro veskera
reologickd méfeni. Zakladni koncept Ctvetice gelll zlistal stejny, jiz popsany v kapitole 5.2.4.
Piehled vzorki s ¢iselnym oznacenim je uveden v tabulce 2. Zde uvedenych 24 vzorku bylo
pfipraveno vSemi ¢tyfmi druhy metod (viz kapitola 5.2.4), celkem tedy bylo pfichystano 96
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geli zakladni ctvefice. Pro meéfeni metodou SAXS byla vybrdna piiblizné cCtvrtina
reprezentativnich vzorku (viz kapitola 6.3).

V prubéhu reologickych méteni byly vSechny vzorky vyfotografovany a jejich vizualni
posouzeni bylo zapsano do laboratorniho deniku. Podrobny popis subjektivniho posouzeni
vizualnich vlastnosti gelti autorem je pro piehlednost uveden v tabulce ¢. 3 a €. 4. Prvni
Z nich prezentuje porovnani vSech Ctyf metod ptipravy pro gely zalozené na hyaluronanu
0 nizk¢ molekulové hmotnosti. Druhd pak poskytuje tytéz informace pro gely tvoiené

tenzidem a vysokomolekularnim hyaluronanem.

Tab. 2: Ciselnd oznaceni a slozeni zdakladnich ctveric geli

Ciselné oznaceni gelu

SloZeni
LMW Hya HMW Hya
1 5 2 % Hya + 200 mM CTAB
2 6 2 % Hya + 50 mM CTAB
3 7 0,5 % Hya + 200 mM CTAB
4 8 0,5 % Hya + 50 mM CTAB
9 13 2 % Hya + 200 mM CTAT
10 14 2 % Hya + 50 mM CTAT
11 15 0,5 % Hya + 200 mM CTAT
12 16 0,5 % Hya + 50 mM CTAT
17 21 2 % Hya + 200 mM CTAC
18 22 2 % Hya + 50 mM CTAC
19 23 0,5 % Hya + 200 mM CTAC
20 24 0,5 % Hya + 50 mM CTAC

Tab. 3: Vizualni charakteristika zakladnich ctveric gelii na bazi LMW Hya-tenzid

Cislo Vzhled Mnozstvi . Pouzitelnost
Vzhled gelu Anomalie
gelu supernatantu gelu pro SAXS
. . Ccalmlna
Jemn¢ tekouci, L.
- <. dné vialky,
1 mirné Ciry -
Kalent povlak po
zakalen
Y sténach
Velmi malo, Nutno udélat
- Mirné .. jenna veétsi objem Nevybrano k
> 2 , C1ry . , , vy s
2 zakaleny sténach vychoziho méteni
g vialky roztoku
;g 3 Viz vzorek €. 2
b 4 Viz vzorek €. 2
(=1 , ,
© Tuhy, odoln . Obsah
é’ AN Cely objem o Nevybrano k
9 proti vpichu - . nerozpusténeho e
. ; vialky , meéieni
Spachtli podilu
Ccalmlna
10 Pevny, mirné Mirné dné vialky,
zakaleny zakaleny povlak po
sténach
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Obsah
1 Tekutéjsi, Zakalengjsi, Ccalmlna | nerozpusténého | Nevybrano k
zakaleny husty dné vialky podilu, husty méteni
(gelovity) sup.
Povlak na
12 Velmi pevny, Gird dné vialky, | Podil gelu plave | Nevybrano k
ciry id agregat plave v roztoku meéteni
Vv roztoku
Cca 1l mlna
17 Tekutéjsi, Zakalenéjsi, dné vialky,
zakaleny husty povlak po
sténach
Velmi malo, Nutno udélat
y Mirné jen na ¢tsi objem Nevybrano k
18 | Ciry, tekuty e Jen VeiSt ob) vyoran
zakaleny sténach vychoziho méfeni
vialky roztoku
19 Viz vzorek €. 18
20 Viz vzorek €. 18
. . Ccalmlna
Jemné tekouci, L.
o . dné¢ vialky,
1 mirné Ciry —
, povlak po
zakaleny L,
sténach
Nutno ud¢lat
5 B Zakaleny Témér zadny Vé’t§1’ Ob_]: em Nevyvtirénro k
gel vychoziho meéteni
roztoku
Nutno ud¢lat
3 Tuhy, i Cca 0,5mlna veétsi objem Nevybrano k
, iry . , , s
~ transparentni dné vialky vychoziho meéteni
] roztoku
>
2 Velmi malo, Nutno udélat
E. 4 T i i jen na vétsi objem Nevybrano k
= ransparentni i
2 P Y sténach vychoziho meéteni
E vialky roztoku
é’ 9 Tekuty, mirné Cely objem Nevybrano k
zakaleny vialky méfeni
Tekutéjsi, . Cca2mlna Sup. uzavien
o Mirné . . x
10 mirng , hlading neprodysné pod
, zakaleny
zakaleny supernatantu gelem
. N ano k
11 Viz vzorek ¢. 10 eVeran,O
méfeni
Cca2ml
lave ve
12 Pevnt. & Cird P form Podil gelu plave | Nevybrano k
evny, Ci i rm
Y, ey Y © ) © v roztoku méfeni
agregatu v
roztoku
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Ccalmlna
Tekutéjsi dné vial
17 & S, Zakalengjsi né vialky, -
zakaleny povlak po
sténach
Nutno udélat
18 Zakaleny, Velmi Cca 0,5 ml na vétsi objem Nevybrano k
tekuty zakaleny dné vialky vychoziho méfeni
roztoku
Velmi malo, Nutno udélat
y jen na &tSi obj Nevybrano k
19 Transparentni Ciry J . Ve, oo J’em evywran’o
sténach vychoziho meéteni
vialky roztoku
20 Viz vzorek €. 19
Cca 1l mlna
Tuhy, .. . Gel rychle schne
1 ) Ciry dné
transparentni a tvrdne
zkumavky
Nutno udglat
Cca051ml |  moudca ,
’ Tekutéjsi, Cird na dné veétsi objem Nevybrano k
transparentni Y vychoziho meéteni
zkumavky
roztoku
Nutno udglat
_ Cca 0,5 ml na uno . .
3 Tekutéjsi, Cird dné veétsi objem Nevybrano k
transparentni Y vychoziho meéteni
zkumavky
roztoku
Nutno udglat
" Cca 0,5 ml na uno N .e : .
Tekutéjsi, .., y vEtsi objem Nevybrano k
- 4 , Ciry dné , . N
K transparentni vychoziho meéteni
] zkumavky
2 roztoku
g Obsah
;g 9 Tekuty, mirné Cely objem | nerozpusténého | Nevybrano k
3 zakaleny zkumavky podilu na dné méfeni
=
< zkumavky
= Cca 2 mlna Sup. uzavien
" dné neprodys$né pod
Tekutéjsi, oL B
o Mirné zkumavky, gelem, na dné
10 mirné , .,
, zakaleny ¢ast na zkumavky obsah
zakaleny . wx 2
hlading nerozpusténého
supernatantu podilu
Obsah
1 Tekuty, Cely objem | nerozpusténého | Nevybrano k
zakaleny zkumavky podilu na dné méfeni
zkumavky
Nevybrano k
12 Viz vzorek ¢. 10, na dné zkumavky je vSak méné gelu evywran’o
méfeni
Tekutéjsi, ... Ccalmlna | Gelrychleschne
17 Ciry
transparentni Y dné zk. a tvrdne x
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Nevybrano k

18 Viz vzorek ¢. 17 N
méfeni
Nutno udélat
Tekutéjsi, .. ) ¢tsi objem Nevybrano k
19 e ] Ciry Velmi malo v . J Vyw )
transparentni vychoziho méteni
roztoku
20 Viz vzorek €. 19
. ) Ccalmlna
Jemné tekouci, .., N
1 ;i Ciry dné —
transparentni
zkumavky
Maly tuzsi
Tekuty, , ’y uz . Neni poznat Nevybrano k
2 ] Zakaleny podil na dné L, , .,
zakaleny fazové rozhrani méfeni
zkumavky
Cca 0,5 ml na
Jemné tekouci, .. . Nevybrano k
3 ] Ciry dné - wu .
transparentni merent
zkumavky
4 Viz vzorek €. 3
Obsah
) nerozpusténého
Husty, pevny, Cely objem zp ) Nevybrano k
9 . - podilu v horni o
zakaleny zkumavky . méfeni
poloving
zkumavky
Cca 1,5 mlna
- Tuhy, Mirng& i
3 10 , , dné -
> transparentni zakaleny
z zkumavky
;.‘. Obsah
= ) nerozpusténého
3 Husty, pevny, Cely objem zp , Nevybrano k
2 11 , - podilu v dolni o
< zakaleny zkumavky . meéteni
< poloving
zkumavky
Cca 1,5ml na
Tuhy, Mirng y Nevybrano k
12 . . dné - o
zakaleny zakaleny meéteni
zkumavky
Pevny Cca 1,5ml na
evn y
17 v Ciry dnd -
zakaleny
zkumavky
18 Viz vzorek €. 2
Velmi malo, Nutno udélat
19 Tekutéjsi, Cird jenna veétsi objem Nevybrano k
i
transparentni Y sténach vychoziho méteni
zkumavky roztoku
., Nutno ud¢lat
_ Velmi malo, e ,
Tekutéjsi, .., ) ) vEtsi objem Nevybrano k
20 ; Ciry jen na dn¢ , . —
transparentni vychoziho méteni
zkumavky
roztoku
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Tab. 4: Vizualni charakteristika zakladnich ctveric gelit na bazi HMW Hya-tenzid

Cislo Vzhled MnozZstvi . Pouzitelnost
Vzhled gelu Anomalie
gelu supernatantu gelu pro SAXS
Ccalmlna
5 Tuhy, mirfné Cirg dné vialky, B
zakaleny povlak po
sténdch
Cca 1 ml na
Tekutéjsi
RIS, Mirné dné vialky, Nevybrano k
6 mirné ] - o
, zakaleny povlak po meéteni
zakaleny .
sténach
Velmi malo Nutno udélat
. .. nadné a vétsi objem Nevybrano k
7 Pevny, Ciry Ciry
vy, ety v sténach vychoziho méteni
vialky roztoku
8 Viz vzorek €. 7
Pomalu tece,
1,1 . — Obsah ,
odolny proti Cely objem ., Nevybrano k
13 . — . nerozpusténého —
vpichu vialky ] méfeni
< . podilu
Spachtli
Cca 1 mlna
= Jemné tekouci, L. L.
> Lo Mirné dné vialky,
< 14 mirné , —
e . zakaleny povlak po
& zakaleny « s
= sténach
> R
< Cca 1l mlna
= dné vialk Obsah
= Tekutéjsi, . nevia .,y, L Nevybrano k
& 15 , Zakaleny prostupujici | nerozpusténého .
= zakaleny . , méteni
do objemu podilu.
supernatantu
Povlak na
16 Velmi pevny, Mirné dné vialky, | Podil gelu plave | Nevybrano k
ciry zakaleny agregat plave Vv roztoku meéteni
Vv roztoku
Agregat (cca
y Mirné Podil gelu pl
21 Ciry, tuhy lme, 2 ml) plave v Oct get prave
zakaleny Vv roztoku
roztoku
Horsi
27 Tekuty, Velmi Ccalmlna rozpoznani Nevybrano k
zakaleny zakaleny dné vialky fazového mefeni
rozhrani
Velmi malo, Nutno udélat
23 Ciry. tekuty Mimné ’ jevn ’na Vé:céi ObJ: em Nevyvbvrénro k
zakaleny sténach vychoziho méfeni
vialky roztoku
24 Viz vzorek €. 23
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Agregat (cca

5 Pevny, mill*né Cirg 2 ml) plave v Podil gelu plave
zakaleny Vv roztoku
roztoku
6 Tekuty, Velmi Cca 0,5 ml na Neni poznat Nevybrano k
zakaleny zakaleny dné vialky fazové rozhrani méfeni
Velmi malo, Nutno udélat
; Tuhy, Cird jen na vétsi objem Nevybrano k
transparentni il sténach vychoziho meéteni
vialky roztoku
Nutno udélat
g Tuhy, Cird Cca 0,5ml na vétsi objem Nevybrano k
transparentni il dné vialky vychoziho meéteni
roztoku
Pomalu tece,
~ 13 odolny proti Cely objem Nevybrano k
S vpichu vialky méfeni
> y .
E Spachtli
= . Cca 1 mlna
N Tekutéjsi, L o
= oo Mirné dné vialky,
o 14 mirné , -
3 , zakaleny povlak po
2 zakaleny « s
S sténach
Cca 2 ml na Sup. f
Tuhy, mirné Mirng . HP uzva\iren Nevybrano k
15 , , hladiné neprodysné pod o
zakaleny zakaleny meéteni
supernatantu gelem
16 Viz vzorek €. 15
Agregit (cca
Pevny, mirné « Podil gelu pl
21 evny, mu:ne Cirg 2 ml) plave v odil gelu plave
zakaleny Vv roztoku
roztoku
29 Tekuty, Velmi Cca 0,5 ml na Neni poznat Nevybrano k
zakaleny zakaleny dné vialky fazové rozhrani mefeni
A at
Tuhy, .. gfeg.a na Nevybrano k
23 ; Ciry dné vialky — —
transparentni meérent
(ccalml)
Tuhy Agregat (cea | b4 oeluplave | Nevybrino k
u y odil gelu plave evybrano
24 v . Ciry 1 ml) plave v ECU P yw .
transparentni v roztoku méfeni
roztoku
Tuhy. mirn Cca2mlna
mirn .
« | 5 oY, e Ciry dng - X
> zakaleny
< zkumavky
] v
Tekuté&jsi, Ccal5mlna
E- © u erSl , y Nevybrano k
S 6 mirné Zakaleny dné - o
= , méfeni
3 zakaleny zkumavky
=)
- Cca 0,5-1 mi
S Tuhy, mirné .., ) Nevybrano k
= 7 , Ciry na dné - —
zakaleny mefeni
zkumavky
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8 Viz vzorek €. 7
Obsah
13 Tuhy, mirné Cely objem | nerozpusténého | Nevybrano k
zakaleny zkumavky podilu na dné méfeni
zkumavky
Obsah
Tekutéjsi, Mirna Ccalmlna “xnéh
irné nerozpusténého
14 mirng , dng P ! X
, zakaleny podilu na dné
zakaleny zkumavky
zkumavky
Obsah
15 Tuhy, mirné Cely objem | nerozpusténého | Nevybrano k
zakaleny zkumavky podilu na dné méfeni
zkumavky
Jermné tekouc Ccalmlna
emné tekouci .
S .. dné vialky, Nevybrano k
16 mirné Ciry - o
. povlak po méfeni
zakaleny « s
sténach
Cca 1 mlna
dné
Pevny, .. zkumavky,
21 eviy ] Ciry ., y - x
transparentni cast na
hladiné
supernatantu
Cca 1 mlna
99 Tuhy, mir’né Cirg dné vialky, B Nevyvbvrénro k
zakaleny povlak po méteni
sténach
Nevybrano k
23 Viz vzorek ¢. 21 evyv vranro
méfeni
24 Viz vzorek €. 22
Pevnd. mime Cca2mlna
evny, mirné ..
5 Y, it Ciry dné -
zakaleny
zkumavky
Maly tuzsi
- Tekuty, , a’ Y UZSIV Neni poznat Nevybrano k
" 6 ; Zakaleny podil na dn¢ o, , o
> zakaleny fazové rozhrani méteni
< zkumavky
]
Cca 0,5ml na
E- Tuhy, .. . Nevybrano k
= 7 , Ciry dné - o
= zakaleny méteni
k| zkumavky
g 8 Viz vzorek €. 7
= Obsah
sténéh
Husty, pevny, Cely objem nero’zpus ene ,O Nevybrano k
13 ) - podilu v horni o
zakaleny zkumavky . meéfeni
poloviné
zkumavky
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Tuzsi podil
Tekuty, , uzst pov ' Neni poznat
14 ; Zakaleny na dné : , ,
zakaleny fazové rozhrani
zkumavky
Obsah
sténéh
.. , Cely objem nero%pus ene ,O Nevybrano k
15 Ciry, pevny - podilu v dolni o
zkumavky .. méfeni
poloving
zkumavky
Cca 0,5-1 ml
Tuhy, mirn¢ Mirné . Nevybrano k
16 . , na dné - vy .
zakaleny zakaleny meéteni
zkumavky
Pevns Cca l,5mlna
evn .
21 Ys Ciry dné _
zakaleny
zkumavky
22 Viz vzorek ¢. 6
Sup. uzavien
neprodysné pod
Pevny Velmi mélo gelem, nutno Newvbréno k
evny, . , . B} e evybrano
23 Y . Ciry na hladiné udélat vétsi yw ]
transparentni . merent
supernatantu objem
vychoziho
roztoku
., Nutno udé¢lat
s Velmi malo, o ,
Tekutéjsi, .. ) y vEtsi objem Nevybrano k
24 , Ciry jen na dné , , N
transparentni vychoziho meéteni
zkumavky
roztoku

Jak je patrné z predchoziho ptehledu, vzhled a vlastnosti pfipravenych gelti by se daly
popsat Gaussovou kiivkou. Zhruba polovina gelti vykazuje idealni vzhled a mechanické
chovani. Takové gely jsou transparentni, pevné na dotek a v dostatecném objemu. Supernatant
je téz ciry. Zbytek gel se vice ¢i méné blizi krajnim extrémim, kdy vykazuji jeSté vetsi
pevnost ¢i naopak tekutost. PouZziti nejvysSich koncentraci vstupnich komponent potvrzuje
opakujici se trend vzniku nejvét§siho objemu gelt. Toto chovani je platné jak u gelti tvofenych
nizkomolekuldrnim Hya (vzorky ¢. 1, 9, 17), tak také u vzorki s obsahem
vysokomolekuldrniho Hya (vzorky €. 5, 13, 21). Pozoruhodny je vSak fakt, Ze nckteré gely
tvofené nejniz8imi koncentracemi reaktantli vykazuji na pohled, a¢ pfi menSim vzniklém
objemu, lepSi mechanické vlastnosti nez ptedchozi zminéni zastupci. Podrobné je
problematika viskoelastickych vlastnosti popsana v kapitole 6.2.

Na obr. 22 je v ¢asti A a B prezentovan idealni vzhled gelti ve vialce, popf. v centrifugacni
zkumavce. Obr. 23 naopak ukazuje zajimavy jev, kdy pfi mirném snizeni teploty jevil tenzid
snahu se vyvlockovat z gelu 1 pfesto, Ze tvofil jeho vnitini komponentu. Tento jev byl
potlacen opétovnym zahtatim vzorku.
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Obr. 23: Viockovani tenzidu z hydrogelu za nizsi teploty a odstranéni tohoto jevu jejim
zvySenim

Z tabulky 3 a 4 taktéZ vyplyva fakt o nevhodnosti pouziti urcité metody ptipravy pro dany
vzorek. Jedna se zejména o pouziti tenzidu CTAT (vzorky ¢. 9-16), kdy tento v obou
ptipadech pouziti suché cesty, tedy metody pripravy €. 1 a 3, nebyl dostate¢né rozpustén
a jeho pevny podil se nachazel ve vzniklém gelu. I pfesto, Ze gel nakonec vznikl, nemizeme
piesné urcit z jaké vysledné koncentrace tenzidu. Obecné se mokra cesta jevi jako vhodné;si
zpisob ptipravy pro vSechny druhy gelll, jelikoZ jsou pii tomto postupu smichdny jiz dobie
rozpusténé zasobni roztoky vstupnich komponent.

V piipadé vzorkt €. 2, 6, 18 a 22 bylo pozorovano neobvyklé chovani, kdy i pfes pouziti
2 % Hya, avsak jen 50 mM tenzidu, nevznikal bud’ viibec Zadny gel, nebo byl vysledny roztok
tak zakaleny a viskozni, Ze nebylo mozno pozorovat fdzové rozhrani. Z téchto pozorovani Ize
vyvodit zavér, ze na gelaci systému Hya-tenzid ma pravdépodobné zdsadni vliv pouzita
koncentrace tenzidu, jehoZ micely jsou pak schopny pospojovat i malé mnozstvi hyaluronanu
do sitovité struktury perlového nahrdelniku. Tento fenomén je ilustrovan, spolu s nevhodnosti
pouziti suché cesty pro gely na bazi CTAT, na obr. 24.

Vzorky, které byly pouzity pro méfeni metodou SAXS jsou v pifedchozich tabulkach
poznaceny jako v pro vzorky vhodné k davkovani do kapilary méfici aparatury. Ty oznacené
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jako X byly na davkovani piili§ tuhé. Ostatni vzorky nebyly pro tuto metodu zvoleny. Blizsi
pojednani o této problematice poskytuje kapitola 6.3.

Obr. 24: A) Nevhodnost pouziti suché cesty pripravy, B) nemoznost urcit fazové rozhrani
nekterych vzorkii

Jelikoz je tato diplomova prace zaméfena primarné na studium geld na bazi Hya-CTAT,
byla sestavena jest¢ doplnkova sada vzorku dle tabulky 5. Koncentrace vychozich
komponent pro tvorbu gel se lisi od zakladni ctvefice, ptiCemz ob¢ sady jsou jiz popsané
Vv kapitole 5.2.4. Divodem je blizS§i prozkoumani interakci hyaluronanu s CTAT v okoli
koncentrace samovolné gelace tohoto tenzidu. Ta je dle kapitoly 3 stanovena jako 100 mM ve
vodném prostiedi.

Tab. 5: Ciselnd oznaceni a sloZeni doplitkové sady gelii

Cislo | Metoda SloZeni Cislo | Metoda SloZeni
gelu pripravy Hya CTAT gelu pripravy Hya CTAT
1 1 2% LMW 75 mM 1 3 2% LMW 75 mM
2 1 2% LMW 100 mM 2 3 2% LMW 100 mM
3 1 2% LMW 150 mM 3 3 2% LMW 150 mM
4 1 05% LMW | 75 mM 4 3 05% LMW | 75 mM
5 1 0,5% LMW | 100 mM 5 3 0,5% LMW | 100 mM
6 1 05% LMW | 150 mM 6 3 0,5% LMW | 150 mM
7 1 2 % HMW 75 mM 7 3 2 % HMW 75 mM
8 1 2 % HMW 100 mM 8 3 2 % HMW 100 mM
9 1 2% HMW | 150 mM 9 3 2% HMW | 150 mM
10 1 0,5 % HMW 75 mM 10 3 0,5 % HMW 75 mM
11 1 0,5% HMW | 100 mM 11 3 0,5% HMW | 100 mM
12 1 0,5% HMW | 150 mM 12 3 0,5% HMW | 150 mM
13 2 2% LMW 75 mM 13 4 2% LMW 75 mM
14 2 2% LMW | 100 mM 14 4 2% LMW | 100 mM
15 2 2% LMW 150 mM 15 4 2% LMW 150 mM
16 2 05% LMW | 75 mM 16 4 05% LMW | 75 mM
17 2 0,5% LMW | 100 mM 17 4 0,5% LMW | 100 mM
18 2 05% LMW | 150 mM 18 4 0,5% LMW | 150 mM
19 2 2 % HMW 75 mM 19 4 2 % HMW 75 mM
20 2 2 % HMW 100 mM 20 4 2 % HMW 100 mM
21 2 2% HMW | 150 mM 21 4 2% HMW | 150 mM
22 2 0,5 % HMW 75 mM 22 4 0,5 % HMW 75 mM
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23

0,5 % HMW

100 mM

23

0,5 % HMW

100 mM

24

0,5 % HMW

150 mM

24

0,5 % HMW

150 mM

Vsechny gely uvedené v piedchozi tabulce byly opét pfipraveny ¢tyfmi metodami piipravy
a podrobeny veskerym reologickym testim stejné jako gely zakladniho ¢tverce popsané
v tabulce 2. V prubéhu méfeni byla také popsana subjektivni charakterizace vizualniho
vzezieni gelll autorem. Méfeni metodou SAXS nebylo u téchto vzorki provedeno.

I ptesto, ze gelace tenzidu CTAT je stanovena pii koncentraci 100 mM, z obr. 25 je mozné
si v§imnout, ze jiz jeho zasobni roztok o koncentraci 50 mM vykazuje vice ¢i méné elastickou
povahu. VSe zalezi na osobnim pohledu pozorovatele pii ur€eni, které¢ latky uz vykazuji
chovani gelu a které nikoliv. Piiprava geltt mokrou cestou by se tedy mohla zdat neefektivni
Z hlediska inkorporace zasobniho roztoku Hya do jiz hotovych geli tenzidu CTAT. Podrobny
popis srovnani tokovych vlastnosti geld tvofenych samotnym CTAT a téch s pridavkem Hya
je popsan v kapitole 6.2. I kdyz by se u nékterych vzorkii mohlo jednat o zbytecny krok
v piiprave, kdy Hya jiz nijak neovlivni viskoelastické vlastnosti gelu z CTAT, prave jeho
vélenéni do struktury gell je Zadouci z hlediska zachovani biokompatibility ¢i schopnosti
cileni k nddorovym receptorim. Mira uc¢innosti inkorporace Hya do gelti pak bude zaviset na
individualni snaze operatora vychozi roztoky co nejvice homogenizovat michanim Spachtli ¢i
vortexovanim.

Obr. 25: Zasobni roztok CTAT o koncentraci 50mM vykazujici elastické chovani

V nasledujici tabulce 6 jsou obdobné jako u tabulek 3 a 4 popsany vizualni projevy geld
dopliikkové sady na bazi Hya-CTAT. Hodnoceni probéhlo okem operatora s dirazem na
mnozstvi a mechanickou pevnost vzniklych gela.

Jako prvni se zde projevuje potvrzujici fakt, Ze metoda p¥ipravy ¢&. 1 popt. 3, tedy sucha
cesta michani vzorkd, neni vhodna pro tento typ tenzidu. CTAT ve formé prasku je pomérné
obtizné rozpustit 1 s michadlem, pouhé stani i odstfedéni vzorka proto neni dostacujici. I pres
tento nedostatek vSak doslo ke vzniku gelti. Dilezité je si také povSimnout trendu, Ze i kdyz
ma CTAT gelovat jiz pti koncentraci 100 mM, v pfitomnosti Hya tomu tak nékdy nemusi byt,
obzvlasté pii pouziti nizké molekulové hmotnosti Hya a jeho koncentrace 0,5 %. Ke gelaci
zde dochazi az pii pouziti 150 mM tenzidu, pficemz do té doby vznikaji jen velmi viskdzni
roztoky. Obecné se tento jev déje i v piipadé pouziti HMW Hya pii metod¢ piipravy suchou
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cestou. Zde miize mit jiz zminény fakt vyskytu nerozpusténého podilu tenzidu v roztoku
pravé vliv na tento jev, kdy ke gelaci neni pouzita potfebnd koncentrace tenzidu a vznika
tudiz méné gelu. Obecné tedy z nasledujici tabulky vyplyva, ze pro vznik vétSiho mnozstvi
gelu je vhodnéjsi metoda piipravy s krokem odstiedéni vzorkd, pro dokonalé rozpusténi
komponent pak pouziti mokré cesty. Vzorky €. 19, 20 a 21 tento fakt potvrzuji. Gelace pravé
této trojice vzorkl také vypovidd pravdépodobné o zasadnim vlivu molekulové hmotnosti
Hya pfi jeho inkorporaci dovniti geli, které, pii pouziti vysokomolekularniho Hya, vznikaji
Vv celém objemu reakénich nadob i pii nizsich koncentracich tenzidu.

Posledni zajimavy jev se vyskytl u vzorku ¢. 6 a 7 pii pouziti metody p¥ipravy ¢&. 1. Oba se
181 svym slozenim velmi vyrazné, 0,5 % LMW Hya + 150 mM CTAT pro vzorek €. 6 resp.
2% HMW Hya + 75 mM CTAT pro vzorek ¢. 7. Vytvofené gely vSak vykazovaly témér
identicky vzhled, mnozstvi i tokové vlastnosti. To by mohlo znamenat, Ze vyssi koncentrace
tenzidu s niz8i koncentraci Hya a naopak se mohou do jisté miry zastupovat v tvorbé gelové

site.

Tab. 6: Vizualni charakteristika doplikové sady gelit na bazi Hya-CTAT

Cisl Vzhled
180 Vzhled gelu MnoZzstvi gelu Anomalie
gelu supernatantu
Cca 1 ml na dné
1 Tuhy, transparentni Ciry vialky, prstenec -
na sténach
Drobné zbytky
2 Viz vzorek €. 1 nerozpusténého
podilu
. . Cca 2 ml na dnég Zbytky
. , Mirné¢ zakaleny, . e,
3 Tuhy, mirné zakaleny skozni vialky, prstenec | nerozpusténého
viskoz
na sténach podilu
A at
: . .. gregat (cca Podil gelu plave
4 Pevny, transparentni Ciry 2 ml) plave v
- v roztoku
' roztoku
E Cca 1 ml na dng
i : /4 4
> . 1k t | Podil gelu pl
E 5 Pevny, mirn¢ zakaleny Ciry viatky, agrega octl 8ot plave
= (cca 2 ml) plave v roztoku
=
3 Vv roztoku
Y
Drobné zbytk
g L , Mirng zakaleny, | Cca 2 ml na dn¢ o nevzvy’ Y
6 Pevny, mirné zakaleny L . nerozpusténého
viskozni vialky ]
podilu
L ) Cca 3 ml na dné Zbytky
. , Mirn¢ zakaleny, . o,
7 Pevny, mirné¢ zakaleny L, vialky, povlak po | nerozpusténého
viskozni . .
sténach podilu
Cca 4 ml na dné Zbytk
L , Zakaleny, . i na ene y} Vy ,
8 Pevny, mirné zakaleny L vialky, povlak po | nerozpusténého
viskozni L, ]
sténach podilu
Zbytk
Pevny, velmi pomalu Cely objem yv vy ,
9 , — . nerozpusténého
tekouci vialky )
podilu
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Velmi malo na

dné vialky, ,
VI , <. , Podil gelu plave
10 Tuhy, mirn¢ zakaleny Ciry agregat (cca
v roztoku
2 ml) plave v
roztoku
Cca 1 ml na dné
. ialk at | Podil gelu pl
11 Tuhy, mirn¢ zakaleny Ciry viatky, agresa Oodit geu prave
(cca 2 ml) plave Vv roztoku
Vv roztoku
12 Viz vzorek €. 9
Cca 2 ml na dné
13 Tekuty, zakaleny Mirné zakaleny | vialky, povlak po -
sténach
Sup. (cca
Cca5mlna 0,5 ml) uzavien
14 Tuhy, zakaleny Ciry hlading na dné vialky
supernatantu neprodysné pod
gelem
Cca 4,5 mlna
L. ] , L. , dné vialky,
15 Mirné tekouci, zakaleny | Mirné zakaleny -
povlak po
sténach
Ccal,5mlgelu
drzi na dné
16 Tuhy, mirn¢ zakaleny Ciry vialky a -
« i
i prostupuje do
E objemu
35 Agregat (cca
. Podil gelu pl
E 17 Tuhy, mirn¢ zakaleny Ciry 2 ml) plave v ocll get prave
3 v roztoku
3 roztoku
Y
Gel zabira
= Tekutsi, velmi . , © zabira coa . ,
S - Velmi zakaleny, | polovinu vialky, | Velmi zakaleny
18 zakaleny az do bilé L, .
barvy viskozni tece spolu se komplex
supernatantem
Cely obj Mirné zakaleni
19 Pevny, transparentni - © y oolem e zeearen
vialky na povrchu gelu
20 Viz vzorek €. 19
Cely obj
21 Pevny, zakaleny - © y olem -
vialky
Gel (cca
2 ml)tece spolu
se Podil gelu pl
22 Tekutgjsi, zakaleny Zakaleny oct get prave
supernatantem, v roztoku
na dné vialky
nedrzi
23 Viz vzorek ¢. 22
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24 Viz vzorek €. 22
Obsah
y Ccal-2mlna nerozpusténého
1 Tuhy, mirn¢ zakaleny Ciry
Uy, mitne zakateny i dné& zkumavky podilu na dng
zkumavky
Obsah
Tuhy, dol .
Y y,’ o nervozp ‘., Ccal-2mlna | nerozpuiténého
2 podil, uprostied Ciry . . y
] e, dné zkumavky podilu na dn¢
zakaleny, nahote ¢iry gel
zkumavky
Obsah
2,5mln sténéh
3 Viz vzorek & 2 CCva 5 a neroz’pus ené Vo
dné zkumavky podilu na dné
zkumavky
Obsah
Cca 2 ml na dné sténéh
4 Mirné tekuty, zakaleny Mirng zakaleny i na dne neroz’pus ene VO
zkumavky podilu na dné
en
! zkumavky
E 5 Viz vzorek ¢. 4
ig Na spodu velmi
= malo pevného ,
Jeden tekut
| 6 Zakaleny Zakaleny podilu, zbytek © :;I:k oy
2]
= tvoii jeden
tekouci celek
Cca 1,5ml na
7 Tuhy, zakaleny Mirng zakaleny dné Zkumavky -
Cca 2 ml na dn¢
8 Tuhy, zakaleny Mirng zakaleny i na dne -
zkumavky
9 Viz vzorek ¢. 8
Zbytk
Na spodu tuhy, horni . Ccal,5mlna y} Vy )
10 ., " Zakaleny . nerozpusténého
Cast tekut&jsi dné zkumavky .
podilu
Zbytk
, , Zakaleny, Cca 2 ml na dné yv vy )
11 Tuhy, zakaleny L nerozpus$téného
viskozni zkumavky )
podilu
Zbytk
Tuhy, 90 % zakalen, . Cca 1,5 ml na ytky
12 : Ciry B nerozpusténého
10 % transparentni dné¢ zkumavky ]
podilu
y Cca 1,5 mlna
13 Tuhy, t tni Ciry, viskozni ’ -
:3 uhy, transparentni iry, viskozni dné Zkumavky
= Cely obj
;g 14 Pevny, transparentni - ziuyn;)a\J/E;q -
« 15 Viz vzorek ¢. 14
o=
S x Cca1,5mlna
S 16 Tuhy, zakaleny Ciry ’ -
§ - weeny Y dné zkumavky
17 Tuhy, zakaleny Ciry Cca 2 ml na dné -
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zkumavky
. Po propichnuti
. Cely ob
18 Tuhy, mirn¢ zakaleny Ciry e objem Spachtli vyteklo
zkumavky
cca 1,5 ml sup.
19 Tuhy, zakaleny, vrsek Cely objem
mirné tece zkumavky
, , Cely objem
20 Pevny, transparentni - -
zkumavky
Pevri}'/, transpar,entvni, Cely objem
21 vrsek gelu mirné - -
, zkumavky
zakaleny
22 Viz vzorek €. 16
23 Viz vzorek €. 17
Pevny, transpare,:ntrvli, Cel§ objem
24 spodek gelu mirng - -
] zkumavky
zakaleny

6.2 Charakterizace hydrogeli metodou reologie

Nasledujici kapitola shrnuje poznatky z métfeni reologického chovani hydrogelti na bazi Hya-
tenzid. Pro zakladni charakteristiku hydrogelti a popis vlastnosti pro diskuzi aplikaéniho
potencialu je pravé reologie stézejni metodou. V ramci této diplomové prace byly vybrany
dva typy meéfeni, a to oscilaéni a tokové testy, které jsou zafazeny do samostatnych
podkapitol. Pfiprava vzorku, nastaveni méticiho systému i vyhodnoceni dat bylo podrobné
diskutovano v kapitolach 5.2 a 5.3.

6.2.1 Oscila¢ni testy

Prvni z provedenych testd byly oscilatni méfeni. Deformacéni test (,,strain sweep®)
s konstantni hodnotou frekvence oscilaci vypovida o rigidité uzl gelové sité. Frekvencni test
s konstantni amplitudou deformace (,, frequency sweep “) popisuje mj. tuhost gelu jako celku.
Podrobna metodika obou méfeni je popsana v kapitole 5.3.1. Pfi vyhodnocovani experimenti
byly sledovany a porovnavany hodnoty viskoelastickych modull, popt. ztratovy uhel
0 vypocteny z rovnice (7).

6.2.1.1 Deformacni testy

Jako prvni byl proveden deformacni test, ktery vypovida o povaze latky, podle toho, ktery
ze dvou viskoelastickych modulli pfevazuje. V zasadé¢ mohou nastat dva limitni piipady
ilustrované na obr. 26 a 27. V piipadé vyssich hodnot elastického (pamérového) modulu G,
vykazuje latka chovani podobné tuhému télesu, v opacném ptipadé, pii pfevazeni viskozitniho
(ztratového) modulu G" se latka chova spise jako kapalina.
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Obr. 26: Zavislost viskoelastickych modulit na amplitudé deformace — priklad chovani

viskoelastického materialu s prevahou elasticity
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Obr. 27: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudeé deformace — priklad chovani

viskozni kapaliny




Piehled chovani vSech pfipravenych gelt zakladni ¢tvetice (Ciselné znadeni gelu je shodné
s tabulkou 2; metody ptipravy viz kapitola 5.2.4) dle deformacniho testu je uveden v tabulce
7. Viskézni chovani latek je oznafeno pismenem V, elastické naopak E. Znacky VT ¢i ET
vypovidaji, ktery modul pievazoval, ale jen velmi tésné. Jak je vidét, limitni ptipad
viskozniho chovani, prezentovano i na obr. 27, pfevazuje u pouziti nizkomolekularniho
hyaluronanu. Tim se opét potvrdila dlouhodoba zkusenost pii praci s t€mito typy vzorki na
pracovisti Fakulty chemické VUT v Brné&. Naopak pouZiti vysSich molekulovych hmotnosti
Hya posouva elasticky modul nad ztratovy (obr. 28).V piipadé tenzidu CTAT by se dalo
hovofit o neménném chovani, kdy tento vykazuje elasticky charakter u vSech vzniklych
hydrogell, nehled¢ na pouzité molekulové hmotnosti Hya.

Tab. 7: Prehled viskoelastického chovani pripravenych hydrogeli zdakladni ctverice

- < Metoda pripravy | Metoda piipravy | Metoda pripravy | Metoda piipravy
N T ¢. 1 ¢.2 ¢.3 ¢. 4
5 = Cislo Cislo Cislo
1
= S Chovéni Chovani Chovéni
gelu gelu
1 VT 1 VT

= VT 2

p=

- 3
<
SN

2 e [ o

" .

2

=
<
3

2 DE | . e e e

T

17 VT 17

§ 18 VT 18

— 19 VT 19
< 20 VT 20
5 21 ET 21

=

=

I

Porovnani zavislosti ztratovych thlt na amplitudé deformace v ptipad€ gell na bazi tenzidu
CTAT je graficky znazornéno na obr. 28, 29, 30 a 31. V sestupném pofadi je srovnan vliv
pfipravy na mechanické vlastnosti gell, pfiCemz Cciselné oznaceni vzorkll je totozné
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s tabulkou 2, popt. 7. Pro piehlednost je osa X uvadéna v logaritmickém méfitku. V grafech
také zamérn¢ ziistala zachovana spojnice bodl pro lepsi orientaci.

Z obrazki je patrné, ze gely na bazi tenzidu CTAT jsou velmi rigidni. Dlouhd oblast LVO
je z grafii vyjadfena nezavislosti obou moduli na amplitudé¢ deformace, ktera naznacuje
odolnost uzli gelu proti zpietrhani, atudiz jejich schopnost odolavat této vystavené
deformaci. Tato oblast kon¢i, bez ohledu na pouzitou metodu ptipravy geli, pfiblizn¢ az
kolem neobvyklé hodnoty deformace 100 %. Po této mezni hodnoté dochazi k rozpadu gelové
sité, ktera je timto deformovana nevratn€. Na grafu zavislosti viskoelastickych moduli na
amplitudé deformace by tato hodnota znamenala jejich postupné snizovanis naslednym
prekiizeni moduld a prevahou ztratového modulu pii sou¢asném zvyseni tekutosti vzorku.
Hodnota ztratového thlu vétsi nez 45 © praveé koresponduje s timto bodem piekryvu, kdy se
téleso zacne chovat vice viskdzné.

V grafech je patrné, Ze této zmény dosahl vzdy jako prvni vzorek ¢. 14 (oranzové kiivka),
reprezentujici gel o slozeni 2 HMW Hya + 50 mM CTAT. Jak bylo patrné jiz z tabulky 3 a 4,
tento vzorek vykazoval tekut&jsi charakter oproti jinym porovndvanym vzorkiim, coZ je dano
praveé jeho nejkratsi LVO, resp. niz$i rigiditou uzli sité. Jedinou vyjimku zde tvoii vzorek ¢.
12 (0,5LMW Hya + 50 mM CTAT) s pouzitim metody pFipravy €. 3, pii které pravé
dochazelo k nedokonalému rozpusténi stavebnich latek, kdy se nerozpustény podil usadil na
dn¢ zkumavky. Vysledné gely neobsahovaly pozadovanou koncentraci stavebnich
komponent, a tudiz mély visk6zné&jsi charakter.

Jako nejrigidng&;jsi jde naopak, bez rozdilu metod piipravy, povazovat vzorky 11 a 15. Jejich
procentudlni zastoupeni vstupnich komponent je stejné, 1isi se pouze pouzitd molekulova
hmotnost Hya — 0,5 % LMW Hya + 200 mM CTAT (vzorek ¢. 11), resp. 0,5 % HMW Hya +
hmotnost a koncentrace Hya bude zfejmé pouZita koncentrace tenzidu. Jak se zda, Hya jiZ pfi
nizkych koncentracich je schopen interagovat s micelami tenzidu, se kterymi bude tvofit
typickou sitovou strukturu perlového ndahrdelniku (viz Kapitola 2.2.7). Cim vice micel tenzidu
ma vSak Hya na svazani k dispozici, tim pevnéjsi se vysledny gel jevi. Stejné chovani vykazuji i
ostatni gely pii porovnavani pouze koncentraci tenzidu v jejich sloZeni. Re¢ je napf. o dvojici gelt
¢. 10 a 12, které se svymi mechanickymi vlastnostmi vyskytuji nékde ve stfedu.

V ptipad¢ vzorkii ¢. 11 a 15 je vSak tfeba také podotknout, Ze se jedna o gely s nejvyssi
koncentraci tenzidu (200 mM), pfi které by jiz mél tento gelovat sam. Pfiprava suchou cestou
eliminuje fakt, ze by v pfipadé¢ mokré cesty nebylo mozné zasobni roztok Hya jiz nijak
inkorporovat do hotového gelu CTAT a stejné vysledky z obou metod naznacuji, ze dokonala
homogenizace vychozich roztokd (vice ¢i méné gelovité povahy) je mozna i pouzitim mokré
cesty. Na obr. 34, v zavéru problematiky deformacnich testi, je vSak pro zajimavost uvedeno
srovnani mechanickych vlastnosti geli na bazi Hya-CTAT a jejich vychozich stavebnich
komponent.

Posledni vyjimku ve vySe popsaném chovani gell piedstavuje vzorek ¢. 13 pfi pouziti metody
¢. 2. Jedna se o mokrou cestu s naslednym stanim vzorki. Zde jsou vysledné mechanické
vlastnosti gelu nepatrné horsi, nez by se ocekavalo. Jev mize byt zplsoben tim, ze v prubéhu
pifipravy se v podstaté snazime smichat dva zasobni roztoky, které jsou uz samy ve formé gelu.
Dokonald homogenizace tak ziejm¢ neni moznd pouhym ponechanim vzorku ke stani, tudiz
vysledné mechanické vlastnosti neodpovidaji pevnéjSim komplexiim Hya-tenzidy. PouZitim
rotacni centrifugy je vSak tento jev eliminovan.
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Obr. 28: Srovnani mechanickych vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti
ztratového uhlu na amplitudé deformace — metoda pripravy ¢. 1
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Obr. 29: Srovnani mechanickych vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti
ztratoveho uhlu na amplitudé deformace — metoda pripravy ¢. 2
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Obr. 30: Srovnani mechanickych viastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti

ztrdatového uhlu na amplitudé deformace — metoda pripravy ¢. 3
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Obr. 31: Srovnani mechanickych vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti

ztratového uhlu na amplitudeé deformace — metoda pripravy ¢. 4
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Na obr. 32 je porovnan vliv ptipravy pro dvojici nejpevnéjSi-nejslabsi gely na bazi CTAT.
Dvojice gelti piipravené stejnou metodou jsou oznaceny stejnou barvou kiivky. V piipadé
nejpevnéjSich vzorka jsou body vyznaceny ¢tvercovou znackou, pro nejslabsi gely naopak
trojuhelnikovou. Jak je vidét, pouziti centrifugy poskytuje nejmarkantnéjsi rozdily v kvalité
gela. V piipadé nejpevnéjsich vzorkt €. 11, kdy ma hyaluronan dostatek tenzidu k sitovani
(200 mM), zpuisobi pravdépodobné odstiediva sila pridavné stlaceni a zhutnéni vzorku, kdy
tento dosahuje prakticky neménného chovani az do hodnot deformace amplitudy 1000 %. Na
druhou stranu u nejslabSich vzorkd s koncentraci tenzidu 50 mM neni ani centrifugovani
schopno podpofit interakce a zesilit gelovou sit. Velmi podobné gely poskytuji metody
pripravy €. 1 a 2, kdy je vzorkim v pfipad¢ jejich ponechéni k 24 hodinovému sténi,
darovano dostatek Casu na relaxaci a dokonalou homogenizaci. 1 pfesto, Zze v ptipad¢
pripravy €. 2 je rozdil mezi nejsilnéjSim a nejslabsim gelem vét$i nez v piipad¢ prvniho
druhu, vykazuji tyto gely vétsi LVO a tim padem 1 lep$i mechanickou pevnost. To je ziejmé
déno eliminovanim zbytkG nerozpuSténého podilu ve vzorcich reakei jiz dobfe
homogenizovanych zéasobnich roztokd, a tudiz vyuziti veSkerého obsahu Hya i1 tenzidu
k tvorbé gelu.Z toho duvody byly gely pfipravené touto metodou vybrany k prezentaci
grafického srovnani, uvedeném na obr. 33.

Ten popisuje porovnani nejpevnéjsiho a nejslabsiho gelu na bazi CTAT (vzorek ¢. 11 —
0,5% LMW Hya + 200 mM CTAT a vzorek ¢. 14 — 2% HMW Hya + 50 mM CTAT) se
vzorky typu Hya-CTAB a Hya-CTAC. Koncentra¢ni slozeni komponent téchto tenzidl bylo
vybrano jako 2 % Hya + 200 mM tenzid a 0,5 % Hya + 50 mM tenzid, coz piedstavuje dva
limitni ptipady. Pro oba vzorky byla pouzita vysokd molekulovd hmotnost Hya, jelikoz dle
tabulky 7 pravé tyhle vzorky vyjadiuji elastické chovani oproti svym kolegim pouzivajicim
LMW Hya.

Z obr. 33 je patrné jasné prevyseni geld na bazi Hya-CTAT, co do mechanické pevnosti,
nad ostatnimi gely slozené z jinych tenzidi, a to i v pfipadé gelu oznaceného jako Nejslabsi
gel Hya-CTAT. Ostatni gely vykazuji podobné chovani s hodnotou amplitudy deformace, pti
hyaluronanu pak dostavame gel s nepatrné vétsi LVO, a tim 1 vétsi mechanické pevnosti.

Chovani gelt slozenych z hyaluronanu a CTAT by se mohlo jevit jako idealni, je vSak tieba
vzdy zvazit cilenou aplikaci, kdy napf. velmi pevné gely nebudou vhodné pro medicinské
uziti uvolilovani 1éCiv ¢i roztirdni po pokozce. Vybér pozadovanych vlastnosti gelti pak bude
zaviset na té ¢i oné vstupni komponenté pii vyrob€, nebo piidavku dalSich latek na cilené
manipulovani s viskoelastickymi vlastnostmi (viz kapitola 3).
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Obr. 32: Srovnani viivu pripravy na mechanické vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT
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Obr. 33: Srovndni mechanickych vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT s vybranymi vzorky
ostatnich tenzidu
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Na zavér kapitoly deformacnich testd prezentuje obr. 34 srovnani dvou vzorka
nejpevnéjsich gelt na bazi Hya-CTAT (pFiprava €. 2) a zasobniho roztoku 200 mM CTAT.
Ten sam je pii této koncentraci jiz ve form¢ gelu a jeho mechanické vlastnosti jsou
prezentovany cervenou kitivkou. Jak je z grafu patrné, ptidavek Hya do gelu CTAT nepatrné
zhorSuje jeho mechanické vlastnosti ve smyslu zvySeni tekutosti vzorku. S ohledem na
aplikaci gelu mize byt tato zména zddouci ¢i nikoliv. V rdmci ptfihlédnuti k amplitudé
deformace jsou vSak oba gely nezvykle pevné, odolavajici hodnotdm 200 % a vice. Pfidavek
Hya tak spiSe mize slouzit jako prostfedek zvySeni biokompatibility gelu ¢i aktivniho cileni
k nadorové tkani.

30
—#—11-0,5% LMW Hya + 200 mM CTAT
25 -
15-0,5% HMW Hya + 200 mM CTAT
20 +
—#—200mM CTAT
15 4

10 p—E—fg—0—F
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1 10 100 1000
amplituda deformace [%0]

Obr. 34: Srovnani mechanickych viastnosti nejpevnéjsich hydrogeli na bazi Hya-CTAT
a zasobniho roztoku 200 mM CTAT

6.2.1.2 Frekvencni testy

Druhy z provedenych méfeni byl frekvencni test, ktery pfimo navazuje na deformacni testy.
Zjisténa hodnota amplitudy deformace z oblasti LVO ziskand z ptfedchoziho méfeni zde byla
pouzita jako konstantni hodnota praveé proto, aby u geli dochazelo k elastické deformaci. Tato
hodnota deformace byla stanovena jako 1 %. Vliv na vysledné hodnoty sledovanych
viskoelastickych modulii ¢i ztratového thlu pak bude mit pouze frekvence oscilaci.

Na obr. 35 je zobrazen typicky pribéh viskoelastickych modult v zavislosti na frekvenci
oscilaci pro vzorky na bazi Hya-CTAT, zde pro vzorek 2 % HWM Hya + 200 mM CTAT.
Vsechny gely tohoto typu s pouzitim tenzidu CTAT vykazovaly vice ¢i méné¢ podobné
zavislosti. Elasticky modul bud’ zcela ptevazoval v celé Skale frekvenci, coz vypovida
0 dokonalé sitové struktufe gelu, nebo tohoto chovani dosahoval pii vysSich hodnotich
frekvenci oscilaci. Gely zde lze tedy opét srovnavat z hlediska elastického ¢i viskozitniho
chovani v zavislosti na tom, ktery modul pfevazuje. Posunem moduli ve smyslu osy y lze
usuzovat na mechanickou tuhost gelu jako celku pfi vratné deformaci. V ptipadé prekiizeni
modult (cross point) je tieba sledovat a porovnavat jejich posuny vzhledem k ose Xx. Tim
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ziskame informaci o viskoelastickém chovani gelii v zavislosti na dobé pusobici sily
a frekvenci oscilaci. V ptipadé gelu na obr. 35, by tedy pfi posunuti jeho modulu k vys§im
hodnotam frekvenci vykazoval tento horSi mechanické vlastnosti, jelikoz by pfi nizSich
frekvencich a tudiz del§im ¢ase pisobici sily pfevazoval visk6zni modul.
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Obr. 35: Typicky priibeh zavislosti viskoelastickych modulu na frekvenci oscilaci pro gely na
bazi Hya-CTAT

Pro zjednoduseni prezentace dat budou v grafech opét uvadény zavislosti ztratovych thla
na hodnotach frekvenci. I zde, jako v piredeslé kapitole, plati, Ze pokud ¢ > 45° vzorek
vykazuje viskozni chovani a v pfipadég, Ze 0 <45° se vzorekchova elasticky. Uspotfadani grafi
a porovnani viskoelastického chovani vzorkl je podobné jako v kapitole 6.2.1.1. Ciselné
oznaceni gell s pouzitim tenzidu CTAT ziistava stejné.

Obr. 36, 37, 38 a 39 srovnava vliv pouzité molekulové hmotnosti Hya a zptisobu pfipravy
na vysledné mechanické vlastnosti gelt.

Obecné vysledky ptiblizné koreluji s grafy deformacnich méteni. Opét se da prohlasit, ze
vzorky €. 11 a 15 je moZno povazovat za jedny z nejlepSich, co se mechanickych vlastnosti
tyce. Uzitim metody pripravy ¢. 2, ktera se obecn¢ jevila jako nejvhodnéjsi, kvili dokonalé
homogenizaci vzorkd, dokonce vzorek ¢. 11 vykazuje elastické chovani v celé skale
frekvenci. Prvenstvi v rigidité gelové sit€¢ pak v této sérii testd drzi, bez znacnych vykyvi,
vzorek €. 16 vznikly z nejméné koncentrovanych komponent pii pouziti HMW Hya. Ostatni
vzorky maji vice ¢i méné tendenci se v nizkych a vysokych limitnich hodnotach frekvenci
blizit chovani visk6zni kapaliny, v oblasti frekvenci mezi témito extrémy vykazuji elasticky
charakter. V grafu viskoelastickych moduli bychom tedy nasli dva ptekryvy kiivek. Vzorek
. 14 lze v ptipad¢ pripravy 1 a 4 vykazuje zvlastni chovani. V oblastech okolo 100 rad/s,
tedy pfi velmi nizkych casech, se chova jako viskdzni kapalina, pfi delSim puasobeni sily
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naopak tuhne. Dalo by se zde hovofit o tixotropnim chovani. Avsak pfi pouziti pripravy ¢. 2
se tento vzorek chova jako elasticky gel skrz celé rozmezi frekvence oscilaci. Vzorek €. 13
Vv ptfipadé¢ metody pripravy €. 2 vykazuje stejn¢ jako v deformacnich testech mirn¢ slabsi
mechanické vlastnosti oproti kolegim. VIiv molekulové hmotnosti Hya nebo pouzité
koncentrace tenzidu neni mozné jednoznacné uréit, jelikoz se vSechny gely deformuji vratné
a vykazuji velmi podobnou tuhost.
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Obr. 36. Srovnani mechanickych vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti
ztratového uhlu na frekvenci oscilaci — metoda pripravy ¢. 1
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Obr. 37: Srovnani mechanickych vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti

ztratovy uhel [ °]

60

50

40

30

20

10

0

ztratového uhlu na frekvenci oscilaci — metoda pripravy ¢. 2

—&— 9-2% LMW Hya + 200 mM CTAT
—8—10-2 % LMW Hya + 50 mM CTAT

—#&—11-0,5% LMW Hya + 200 mM CTAT

=—>—12-0,5% LMW Hya + 50 mM CTAT
=¥=13-2 % HMW Hya + 200 mM CTAT
—0—14-2 % HMW Hya + 50 mM CTAT

—+—15-0,5% HMW Hya + 200 mM CTAT

~———16-0,5% HMW Hya + 50 mM CTAT

0,05

frekvence oscilaci [rad/s]

Obr. 38: Srovnadni mechanickych viastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti

ztrdtového uhlu na frekvenci oscilaci — metoda pripravy ¢. 3
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Obr. 39: Srovnani mechanickych vlastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT pomoci zavislosti
ztratového uhlu na frekvenci oscilaci — metoda pripravy ¢. 4

K detailngjsimu rozboru chovani geli na bazi CTAT jsou pfilozeny jesté obr. 40 a 41.
Prvni z nich popisuje vliv pfipravy na vybrané vzorky €. 11 a 15. Ty vykazovaly stabilné
nejkvalitnéj$i mechanickou pevnost gelové sité. Rozdil ve sloZeni téchto dvou zastupcii je
pouze v pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu (0,5 % LMW Hya + 200 mM CTAT pro
vzorek €. 11, resp. 0,5 % HMW Hya + 200 mM CTAT pro vzorek €. 15), tudiz jsou idedlnimi
kandidaty na srovnani.

Jak je z obr. 40 patrné, v ptipadé frekvencniho testu, ktery zahrnuje elastické deformace
s konstantni amplitudou vychyleni, kdy jsou zachovany uzly sit¢ hydrogelu, nema zptisob
pfipravy vliv na vysledné mechanické vlastnosti. S vyjimkou vzorku ¢. 11 ptipraveného
metodou ¢. 2, ktery se v celé skale frekvenci chova elasticky, a kiivky viskoelastickych
modulll v jeho pfipad¢ nedosdhnou piekiiZeni, se vzorky chovaji totozné s pievladajicim
viskoznim charakterem u delsich ¢ast pisobeni sily neboli nizsich frekvenci oscilaci. Zhruba
pii frekvenci 1 rad/s nastane ptekiizeni jejich elastického a viskdézniho modulu a latky jiz
vykazuji jen elasticky charakter typicky pro tuhé télesa. Ani v pfipad¢ nejvyssich frekvenci
nemaji vzorky tendenci k opétovnému piekiizeni a viskdznimu chovani, jako tomu bylo napf.
u vzorkl €. 10 a 14 pouZzitim metody pripravy €. 1.
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Obr. 40: Srovnani viivu pripravy na mechanické viastnostivybranych vzorku hydrogelii ¢. 11
als

Jako druhy v pofadi, srovnava obr. 41 vzorky geli zalozené na pouziti totozné koncentrace
1 molekulové hmotnosti Hya reagujiciho postupné s koncentra¢ni fadou tenzidu CTAT. Jako
hyaluronan je pouzit zastupce 0,5 % HMW Hya, jelikoz je obsazen v obou vzorcich, které
vykazovaly nejlepsi elastické chovani, a to vzorek €. 15 a 16. Ty se vzdjemné 1i§i koncentraci
tenzidu — 200 mM CTAT, resp. 50 mM CTAT. Vynesenim zavislosti ztratového thlu na
frekvenci oscilaci také pro vzorky s obsahem CTAT o koncentracich 75, 100 a 150 mM
dokonale porovnava vliv koncentra¢ni fady na viskoelastické vlastnosti vzniklych gelt. Jako
obvykle je pro srovnani pouzita metoda pripravy ¢. 2.

Postupné zvySovani koncentrace tenzidu, jakozto reagentu s hyaluronanem, sleduje
pravidelny trend. VSechny gely vykazuji pirevahu visk6zniho modulu v nizsich frekvencich
oscilaci. Pfi postupném zvySovani frekvence doslo ke gelaci u vSech vzorkt, nejpozdéji vSak
do hodnoty cca 1 rad/s. Rozdil mezi nejrigidn€j$imi gely oproti t€ém viskdznéj$im je zhruba
jeden tad. Jako nejkvalitngjsi se jevi gel slozeny z nejvic zfedénych komponent — 0,5 %
HMW Hya + 50 mM CTAT. Tento fenomén potvrzuji i dlouhodobé zkuSenosti pii praci
s gely na Skolicim pracovisti Fakulty chemické VUT v Brné. Na podobné chovani s pouzitim
tenzidu CTAB pro tvorbu fazové separovanych hydrogeli odkazuje napt. prace zminéna
v kapitole 3 [73].
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Obr. 41: Srovnani viivu koncentracni rady tenzidu na mechanické viastnosti vysledného

hydrogelu

Pro porovnani vlastnosti vybranych vzorka gelli na bazi Hya-CTAT s ostatnimi pouZitymi
tenzidy v hydrogelech (CTAB, CTAC) je uveden obr. 42. Jsou zde vybrany dva limitni
koncentra¢ni pfipady slozeni, a to 2 HMW Hya + 200 mM tenzid a 0,5% HMW Hya +

wevr

wewvr

gely vykazuji lepsi mechanické vlastnosti nez jejich koncentrovanéjsi analogy. Jako
nejrigidnéjsi gely vychazi vzorky na bazi Hya-tenzid pro koncentrace komponent 0,5 % Hya,
resp. 50 mM tenzid, kde se v té€sné blizkosti pfedhanéji CTAC a CTAT. Hodnota piekryvu
jejich viskoelastickych moduld odpovida zhruba frekvenci 0,1 rad/s. O tad hufe je na tom gel
se slozenim Hya-CTAB. Diivodem téchto odliSnych vlastnosti mliZze byt velikost protiiontu —
chloridového, resp. bromidového aniontu.

Na zavér této kapitoly je pro Uplnost vlozen obr. 43 porovnavajici zavislosti
viskoelastickych modulti pro vzorek gelu ¢. 15 (0,5% HMW Hya + 200 mM CTAT;
priprava ¢&. 2) s gelem samotného tenzidu 200 mM CTAT. Vliv ptidavku hyaluronanu neni
tak markantni jako u méfeni deformacnim testem, nicméné rozdil, odpovidajici pfedchozimu
meéteni, je znat. Pfidavek Hya do zasobniho roztoku tenzidu CTAT o koncentraci 200 mM
posouva cross point jeho viskoelastickych modultl k vy$§im frekvencim oscilace. To ma za
nasledek mirné zhorSeni pevnosti gelové sité, kterd se tak stava viskozngjsi pii kratSim
pusobenti sily nez by tomu bylo v ptipad¢ gelu slozeného samotnym CTAT. Tento posun vSak
nedosahuje ani jeden fad jednotek, tudiz vliv hyaluronanu na mechanické vlastnosti vzniklych
geli mizeme brat jako zanedbatelny. Daleko vice prevazuji jeho pozitiva spojend
s biokompatibilitou vzorku pfi cilené inkorporaci Hya do gelu.
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Obr. 42: Srovndni mechanickych viastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT s vybranymi vzorky

ostatnich tenzidu
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Obr. 43: Srovnani mechanickych vlastnosti vybraného vzorku hydrogelu a zasobniho roztoku

200 mM CTAT
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6.2.2 Tokové testy

Posledni casti reologického meéteni byly tokové testy. Zavislosti viskozity na smykové
rychlosti vzorkli jsou dilezitym parametrem pro prozkoumani chovani hydrogelt
a diskutovani jejich potencidlnich aplika¢nich moznosti. Jako maximalni smykova rychlost
byla zvolena hodnota 200 s™. Vy&si hodnoty nebyly vhodné pro dany typ vzorkd, kdy tyto
mély tendenci vylétavat z méfici aparatury.

Me¢éieni 1 ciselné znaCeni vzorkl probihalo ve stejném duchu jako testy uvedené
v ptedchozich kapitoldch. Nejprve bylo provedeno srovnani vlivu pfipravy a molekulové
hmotnosti Hya na tokové vlastnosti vzorkti na bazi Hya-CTAT (vzorky ¢. 9-16), coz
prezentuji obr. 44, 45, 46 a 47. Souhrnné je mozné si v§imnout trendu, kdy vSechny vzorky,
nehledé na metodu ptipravy, vykazuji newtonské chovani do hodnoty smykové rychlosti cca
0,15, které je nasledovano strm&jsim poklesem viskozity v pribhu jests stale nizsich
smykovych rychlosti. To plyne ze struktury gelu, ktery se vlivem jakéhokoliv vnéjSiho zasahu
zacne elasticky deformovat,avSak zachovava si vnitini strukturu. Toto chovani se oznacuje
jako pseudoplastické a je typické pro nemewtonovské latky. Po piekroceni urcité smykové
rychlosti je mozno pozorovat pozvolné&jsi pokles viskozit. To je dano tim, ze struktura gelu je
zde jiz pravdépodobné poruSena nevratné, ale vzorek je dostate¢né ustalen.

Z porovnani grafi je patrné, ze pouzitim rtizné metody je mozno doséhnout gelti o rozdilné
viskozité. Pii hodnotach smykovych rychlosti blizicich se nule je mezi gely patrny rozdil
viskozit nékdy az dvou tadi. Jako nejtuzsi se opét jevi gely pfipravené z nejvic ziedénych
komponent pii pouZziti vysoké molekulové hmotnosti Hya (vzorek €. 16), pouze s vyjimkou
ptipravy €. 3, kdy toto prvenstvi drzi gel o stejném slozeni, ale s pouzitim LMW Hya (vzorek
¢. 12). Pti vyssich smykovych rychlostech se vSak gely vice ¢i méné blizi stejné hodnoté
viskozity, z ¢ehoz se da uvazit, ze nezdvisle na metod¢ pfipravy jsme pro urcité aplikacni
vlastnosti schopni vytvofit konzistentni gely.
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Obr. 44: Srovnani tokovych viastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT — metoda pripravy ¢. 1
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Obr. 45: Srovnani tokovych viastnosti hydrogeli na bazi Hya-CTAT — metoda pripravy ¢. 2

10000 —o— 9-29% LMW Hya + 200 mM CTAT
—8—10-2 % LMW Hya + 50 mM CTAT
—4—11-0,5% LMW Hya + 200 mM CTAT
1000 A —%—12-0,5% LMW Hya + 50 mM CTAT
—*—13-2 % HMW Hya + 200 mM CTAT
—o—14-2 % HMW Hya + 50 mM CTAT
100 + ~—+—15-0,5% HMW Hya + 200 MM CTAT
= <~ 16-0,5% HMW Hya + 50 mM CTAT
g
m— 10 .
©
=
N
)
o 17
>
0,1 -
0,01 T T T T
0,01 0,1 1 10 100

smykova rychlost [1/5]

Obr. 46: Srovnani tokovych viastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT — metoda pripravy ¢. 3
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Obr. 47: Srovnani tokovych viastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT — metoda pripravy ¢. 4

Obr. ¢. 48 poskytuje podrobnéjsi srovnani metod ptipravy v piipadé vybranych dvojic geld
v kapitole 6.2.1.1, dvojice gelu piipravené stejnou metodou jsou oznaceny stejnou barvou
kiivky. V piipadé gelii s nejvyssi hodnotou viskozity ve smykovych rychlostech blizkych
nule, jsou body vyznafeny ¢tvercovou znackou, v opaéném piipadé maji znacky boda
trojuhelnikovy tvar. U nejvisk6znéjsich gell je pozorovan zanedbatelny vliv pfipravy i piesto,
ze v diskuzi mechanickych vlastnosti nebyla suchd cesta vyroby gelli povazovana za ideélni,
zejména kviili zbytkiim nerozpusténého podilu vstupnich komponent na dné reakénich nadob.
Z tohoto vysledku se muze zdat, Zze pro ptipravu geli o urcité viskozité nebude az tak
smérodatnd koncentrace vychozich latek, nybrz zachovani jejich sprdvného poméru pfti
michani. Pribéh viskozit pro nejméné viskozni gely mé rozmanitéjsi charakter, avsak
pocatecni a koncové hodnoty pomérné dobie koreluji.

Na obr. 49 je velmi jednoduSe popsan aplikac¢ni potencial vybranych vzork hydrogeld
v oftalmologii. Dle studie reologickych vlastnosti lidskych slz [116] byla zjisténa viskozita
zdravého a suchého oka. Pro prezentaci na obr. 49 byly tyto hodnoty ptiblizné¢ zaokrouhleny
na 5 mPa.s pro zdravé, resp. 30 mPa.s pro suché oko. Smykova rychlost mrknuti se pfitom
pohybuje v rozmezi 5 000-20 000 s™. Z obr. 48 je patrny linearni pokles viskozit, pficemz do
grafu na obr. 49 jsou vyneseny nami stanovené limitni viskozity gelti pti smykové rychlosti
200 s™. Z porovnani je patrné, Ze hodnoty smykovych rychlosti se v tomto piipads lisi
pfiblizné o dva tady, pficemz viskozita gell a lidskych slz pouze o tad. V zavéru lze tedy
konstatovat, ze pii vysSich smykovych rychlostech by gely mély tendenci dosdhnout potfebné
viskozity pro pfipadné rozetfeni mrknutim oka pii pouziti v aplikaci tohoto typu.
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Obr. 48: Srovnani viivu pripravy na tokové viastnostivybranych vzorkii nejvice a nejméné
viskoznich hydrogelii
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Obr. 49: Srovnani viskozitzdravého a suchého oka s vybranymi vzorky nejvice a nejméné
viskoznich hydrogelii
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Srovnani vybranych vzorka hydrogelt na bazi Hya-CTAT s jejich alternativami pii pouziti
jinych tenzida je uvedeno na obr. 50. Vzorky tvofené stejnymi komponentami a pfipravené
metodou ¢. 2 jsou oznaCené kiivkou totozné barvy. Pro tenzid CTAT byly vybrani tfi
zastupci, dle legendy grafu jsou to sestupné vzorek ¢. 13 tvofeny nejkoncentrovanéjSimi
viskozitou. Pfi porovnani s nejvice koncentrovanymi gely tenzidi CTAB a CTAC je vidét, ze
vSechny vzorky startuji a konCi na piiblizné stejné hodnoté. OdlisSny pribéh zavislosti
viskozity na smykové rychlosti vykazuje pouze vzorek ¢. 14. V zavislosti na tokovych
vlastnostech jsme tedy schopni vytvofit konkurenceschopné konzistentni gely pouzitim
riznych tenzidd v zavislosti na jejich vhodnosti ¢i dostupnosti pro pozadovany typ aplikace.

Klasické srovnani vlastnosti geld a jejich vychozich komponent je uvedeno na obr. 51.
Stejné jako v predeslych kapitolach je diskutovan vliv ptidavku hyaluronanu ptipravou mokré
cesty do jiz hotovych gela tvofenych tenzidem CTAT (200 mM). Vzorky obsahujici 2 % Hya
jsou oznaceny Ctvercovymi znackami, pro piipad 0,5 % Hya naopak trojihelnikovymi. Toto
znaleni koreluje 1 pro zasobni roztoky Hya. Stejnd molekulovd hmotnost Hya je oznacena
stejnou barvou, vzdy pro ptipad dvou vzorkii gelt ¢i zasobnich roztok.

Jak je vidét na predstaveném grafu, vSechny zasobni roztoky Hya, s vyjimkou 2 % roztoku
o vysoké molekulové hmotnosti (2 % HMW Hya), vykazuji newtonovské chovani, kdy se
jejich viskozita v pribéhu smykovych rychlosti neméni. VSechny gely naopak vykazuji velmi
podobny pribéh pseudoplastického chovani lisicich se v hodnotach viskozit maximalné o fad.
Samotny gel 200 mM CTAT do této skupiny zapada také. Hyaluronan byl tedy schopen ménit
mechanické vlastnosti takovych gelii, jak vyplynulo z kapitoly 6.2.1.1 a 6.2.1.2, na viskozitu
ovSem ma vliv maly nebo Zadny. Zasobni roztok 2 % HMW Hya taktéz vykazuje podobnou
ktivku prabéhu zavislosti. S gelem CTAT tedy elektrostaticky interaguje, ale na vyslednych
tokovych vlastnostech komplexu se nic nezméni. V piipadech téchto gell je tedy opét cilem
inkorporovat Hya z diivodu jeho biologicke aktivity.

83



—8— 2 % HMW Hya + 200 mM CTAT (13)
1000 - —e— 2 % HMW Hya + 50 mM CTAT (14)
—4—0,5% HMW Hya + 50 mM CTAT (16)
100 - —8— 2 9% HMW Hya + 200 mM CTAB (5)
2% HMW Hya + 200 mM CTAC (21)
)
o
o 10 -
e
!
=
N
g 1
Nz
>
0,1 -
0,01 T T T T
0,01 0,1 1 10 100

smykova rychlost [1/s]

Obr. 50: Srovndni tokovych viastnosti hydrogelii na bazi Hya-CTAT s vybranymi vzorky
ostatnich tenzidii
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Obr. 51: Srovnani tokovych vlastnosti vybranych vzorkii hydrogelit na bazi Hya-CTAT s jejich
stavebnimi komponentami
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6.3 Malotuhlovy rozptyl rentgenového zareni

Z kapitoly 3 vyplyva pomérnébézné pouziti metody SAXS pro stanoveni velikosti a tvaru
micel obdobnych typii vzorkd, jez byly pouzity i pro tvorbu fazové separovanych hydrogel
zkoumanych v této diplomové praci. V nasledujici Casti jsou proto prezentovany prvotni
pokusy o dokazani ¢i vyvraceni pouzitelnosti této metody pro ndmi vybrané reprezentativni
vzorky hydrogeld. Pfiprava a davkovani vzorkl a nasledné méfeni s vyhodnocenim dat je
podrobné popsano v kapitole 5.3.3.

Primarnim cilem bylo pomoci metody SAXS diferencovat a urcit tvar micel pfi pouziti
riaznych tenzidd pro tvorbu hydrogelt. Pravé tato mysSlenka byla klicova k prohloubeni
znalosti vnitini struktury a nasledného uvazovani piikladné inkorporace aktivnich latek ¢i
1é¢iv do vnitiniho prostiedi geli. Obr. 52 srovnava zavislost intenzity rozptylu rentgenového
zafeni na vlnovém vektoru, jez je v této forme vystupem z analytického nastroje EasySAXS
(viz obr. 19). Pro srovnani byly vybrany ¢tyfi zastupci gelt, po dvojici liSici se pouzitym
tenzidem (CTAB vs. CTAT) a molekulovou hmotnosti Hya. VSechny vzorky byly ptipraveny
metodou ¢. 2. V piipadé¢ tenzidu CTAT byla zvolena jeho pocate¢ni koncentrace jako 50 mM,
a to pravé kvuli eliminovani jevu, kdy by pfidavek Hya do hotového gelu 200 mM CTAT
nemél zadny efekt. Jak napovidaji kiivky zavislosti, je mozné pozorovat rozdil v intenzité
rozptyleného rentgenového zareni u vzorki, kde naprosto predpoklddame odlisnou vnitini
strukturu — sférické micely pro tenzid CTAB, resp. ty¢inkové micely v ptipadé CTAT
(Cervend a zelené kiivka). Vyss$i molekulova hmotnost Hya zptsobuje vétsi Sum a celkove
velmi malo idedlni tvar kiivek. Hydrogel slozeny z LMW Hya + CTAB naopak vykazuje
nejvhodnéjsi tvar kiivky, co do proloZzeni matematickym modelem, tak ke spocitani
distribucni funkce.

Na obr. 53 je mozno srovnat intenzitu rozptylu zasobnich roztokt jednotlivych vstupnich
komponent gelll. Informace zde ptedloZené koreluji s predchozim grafem, kdy CTAB, popf.
gel z néj tvofeny, vykazuje nejvyssi intenzitu rozptylu. Na opacné strané stupnice lezi tenzid
CTAT. Velmi pozoruhodny je fakt, ze nehledé¢ na molekulové hmotnosti Hya, vykazuji obé
kiivky totozné vysledky zavislosti. To je zfeymé zpusobeno stejnym usporadanim Hya
V prostoru bez zavislosti na molekulové hmotnosti, jelikoz do kapilar byla davkovana vzdy
stejné silna vrstva vzorku. Zajimavosti vsak je, ze zasobni roztok Hya zplsobuje vétsi rozptyl
rentgenového zateni neZ CTAT. Dany jev miZe mit za nasledek slozit&jsi struktura Hya ¢i
jeho snaha ve vysSich koncentracich sitovat (viz kapitola 2.1.2).

85



1 [counts]

2 % LMW Hya +200 mM CTAB
1,0E+0

‘, 2 % HMW Hya + 200 mM CTAB

2 % LMW Hya + 50 mM CTAT

1,0E-1+

2 % HMW Hya + 50 mM CTAT

1,0e-24 || AN

ALY 1
S,

K
\ ‘I

o

“Mll lwh“ xhh. “IM hlmﬂm

q [A" 1]

0,1

Obr. 52: Srovnani intenzit rozptylu rentgenového zareni vybranych vzorki hydrogelii
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Obr. 53: Srovnani intenzit rozptylu rentgenového zareni zdasobnich roztokii

Provedenim analyzy a vypoctu distribucniho rozloZeni polomért castic byla pomoci
softwaru EasySAXS ziskana velikost ¢astic vybranych geld a jejich stavebnich komponent.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8. Je mozné si v§imnout, ze vétSina vzorki vykazovala
dvoji distribuci velikosti, které¢ také vychéazely pro vSechny ctyii metody piipravy stejné.
V piipadé zasobnich roztokd hyaluronani prevladalo maximum pro velikost 0,8 nm. Naopak
velikosti ¢astic tenzidli a gelll jsou si velmi podobné a pfiblizn€ 2krat vétsi nez Céstice
hyaluronanu. Z toho se d4 usuzovat, ze na vnitini strukturu gelu méa zasadni vliv pravé druh
a koncentrace pouzitého tenzidu. Pozoruhodné je vSak zjisténi, Ze vSechny gely vykazovaly
velmi podobnou velikost ¢astic. Obecné se piedpokladalo, ze vzorky s obsahem CTAT budou
mit, kvili jinému tvaru micel ve formé& tyCinek, mnohonasobné vétsi velikost.
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S vyhodnocenim vysledkli je vSak jasné, ze metoda SAXS neni schopna zméfit délku
ty¢inkovych ¢i ¢ervovitych micel, ale pouze jejich primér. Zavéry tedy potvrzuji fakt, ze
tyCinkové micely tenzidu CTAT vznikaji fazi sférickych micel, které jsou strukturou podobné
jako micely CTAB. Jejich velikosti (resp. priméry) poté byly vyhodnoceny jako totozné.
Z distribucni funkce tedy uré¢ime pouze priméry micel jak kulatého, tak i ty¢inkového tvaru.
Pokud ale porovname tvary namétenych kiivek (viz obr. 52 — ¢ervena a zelena), miizeme si
dovolit tvrdit, ze dané micely maji jiny tvar. Zelena kiivka poukazuje na tyCinkovity tvar,
zatimco Cervend kiivka odpovidd kulatym micelam. Toto tvrzeni je podlozeno diky
zkuSenostem s méfenim podobnych materidlti, kde ostfe zaoblend kiivky odpovidaji kulatym
casticim a pozvolné protdhlé odpovidaji ty¢inkovitym tvarim. Pokud bude délka tyCinek
prilis velka, neni mozné jejich velikost ur¢it pomoci metody SAXS, ale je nutné vyuzit
néjakou jinou metodu, napt. DLS.

JelikoZ jsou v daném systému vysledné velikosti ¢astic tak malé, resp. pfistroj témet dosahl
hranice své méfitelnosti, ptihlédnuti k chybovym tseckam, které obvykle dosahovaly hodnoty
20-50 % je v tomto piipad€ jen malo smérodatné. Potad se totiZ pohybuje v rozmezi velikosti
klasické sférické micely.

Tab. 8: Prehled velikosti castic vybranych vzorkii zmerenych metodou SAXS

Sloveni vzorku Primér ¢astic [nm]| Priamér ¢astic [nm]
1. frakce 2. frakce
2 % LMW Hya + 50 mM CTAT 1,6 4
2 % LMW Hya + 200 mM CTAB 0,8 3,6
2 % HMW Hya + 200 mM CTAT 0,8 2,7
2 % HMW Hya + 200 mM CTAB 0,8 3,4
2 % LMW Hya 0,8 3
2 % HMW Hya 0,8 3
200 mM CTAT 2,6 2,8
50 mM CTAT 2,6 2,8
200 mM CTAB 3 —
50 mM CTAB 3 —

Obecné¢ lze tedy konstatovat, ze metoda SAXS dokaze diferencovat tvar micel dle rozdilné
zavislosti intenzity rozptylu rentgenového zareni na vinovém vektoru. Stanoveni tvaru by tak
mohlo byt mozné z hlediska porovnavani knihoven vhodné naméfenych standarda. Je vSak
nutno konstatovat, ze dany systém je velmi dynamicky, kdy micely neustéle fuzuji nebo se
rozpadaji a méfici pfistroj neni schopen tyto zmény zaznamenat. To vyplyva i z urCovani
velikosti ¢astic, které pravdépodobné neni dostatené presné. Z Casovych ditvodli nemohlo byt
provedeno vice méteni, ale v budoucnu je jisté zahodno pokusit se metodu optimalizovat,
ptip. experimenty srovnat napt. s vysledky DLS.
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7 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zpracovat literarni reSersi na téma vlastnosti a charakterizace
fazové separovanych hydrogell vznikajicich reakci polymerti s opané nabitymi tenzidy. Na
jejim zaklade byly navrhnuty, provedeny a vyhodnoceny experimenty s modelovymi vzorky.

Z reserSe je patrné, ze jako jeden z vhodnych kandidata pro ptipravu hydrogelovych matric
se jevi hyaluronan. Nespornd vyhoda spoc¢ivd v jeho biokompatibilité, a také ve specifické
interakci s receptorem CD44, ktery je hojné exprimovan nadorovou tkani. Tento fakt také
umoziuje pouziti hyaluronanu pro aktivni cileni. Z popsanych divodi je zddouci snaha
inkorporovat hyaluronan do struktury hydrogeld, a proto byl vybran jako modelovy vzorek
V této praci.

Pro reakci s hyaluronanem za vzniku kondenzovanych gelovych fazi byly pouzity tfi
vzorky tenzidl, jmenovité cetyltrimethylamonium bromid, chlorid a p-toluensulfonat. Pravé
posledni zminovany neni bézn€ vyuzivan na Skolicim pracovisti, tudiz sezndmeni se s jeho
vlastnostmi a chovanim bylo zakladem pro tuto praci.

Pro charakterizaci gelii na bazi Hya-CTAT byla dle reSers$ni ¢asti vybrana metoda reologie,
jejiz vysledky byly posléze srovnany i s gely vzniklymi za pouziti jinych tenzidi (CTAB,
CTAC). Pii pfipravé vzorku na reologicka méfeni byly tyto vSechny podrobeny detailni
vizualni charakterizaci. Zkoumané vlastnosti jako vzhled, mnozstvi a tuhost gelu, ¢i Cistota
supernatantu jsou piehledné uvedeny do tabulek v kapitole 6.1. Jako prvni dillezité zjisténi lze
konstatovat, ze tvar micel tenzidu nema vliv na mnozstvi vniklého gelu. Diivod, Ze u zastupct
gell tvofenych 200 mM CTAT dochézelo ke gelaci v celém objemu reakéni nadoby, je dan
povahou jeho hydrofobniho protiiontu, v disledku ¢ehoz tento tenzid geluje samovolné jiz od
koncentrace 100 mM.

Z vysledkli pozorovani se také potvrdil fakt, Zze vys$$i molekulova hmotnost pouzitého
hyaluronanu a zaroven nejvyssi pouZzité koncentrace vstupnich komponent maji vliv na vznik
vétStho objemu geli. NejlepSi mechanické vlastnosti, které byly posléze potvrzeny
i reologickymi testy, vSak vykazovaly vzorky tvofené nejvice ziedénymi komponentami,
typicky 0,5 % HMW Hya + 50 mM tenzid.

Pii porovnani metod pfipravy se obecné jako nejvhodnéjsi jevila mokra cesta s naslednym
stanim vzorka. Bylo zde dosazeno dokonalé homogenizace systému a rozpusténi vstupnich
komponent, ¢ehoz pii pouziti suché cestynebylo nikdy idealn¢ dosazeno. V tomto piipadé pak
vysledné gely, 1 pfestoze vznikly, byly tvofeny koncentracné jinym slozenim, coz bylo
dokazano 1 jejich tekutéjSim chovanim.

V ptipadé vzorka €. 2, 6, 18 a 22 bylo navic pozorovdno neobvyklé chovani, kdy 1 ptes
pouziti 2 % Hya, avSak jen 50 mM tenzidu, nevznikal bud’ vibec Zadny gel, nebo byl
vysledny roztok tak zakaleny a viskozni, Ze nebylo mozno pozorovat fazové rozhrani.

Podrobné srovnani mechanickych vlastnosti geld pomoci metody reologie pak bylo
ptedstaveno v kapitole 6.2. Jako prvni byl proveden deformacni test, dle které¢ho byly
srovnany vysledné LVO pftipravenych gelt. Dle tabulky 7 je potvrzen fakt, Ze pfi pouziti
nizkomolekularniho hyaluronanu vykazuji latky spiSe chovani viskézni kapaliny. V ptipadé
vysokomolekuldrniho hyaluronanu pfevazuje elasticky modul vzorku nad ztratovym, z ¢ehoz
lze usuzovat dokonal¢ zesiténi struktury geld. V piipad¢ tenzidu CTAT by se vSak dalo
hovofit o idedlnim chovani, kdy tento vykazuje elasticky charakter u vSech vzniklych
hydrogelii, nehledé¢ na pouzit¢é molekulové hmotnosti Hya. Tyto gely také vykazovaly
neobvyklou rigiditu sité, ktera byla porusena az pti hodnotach deformace 100 %. Gel
s nejslabsi strukturou sité¢ koreluje s vysledky vizudlni charakterizace, kdy této pozice,
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nehledé¢ na pouzitou metodu ptipravy, dosadhl vzdy vzorek ¢. 14, tedy 2 % Hya + 50 mM
CTAT. Jako nejpevnéjsi se naopak, bez rozdilu metod pfipravy, daly povazovat vzorky 11, 15
a 16. Jejich procentualni zastoupeni vstupnich komponent je u prvnich dvou jmenovanych
stejné, 1isi se pouze pouzitd molekulova hmotnost Hya — 0,5 % LMW Hya + 200 mM CTAT
(vzorek ¢. 11), resp. 0,5 % HMW Hya + 200 mM CTAT (vzorek €. 15). V ptipad€ vzorku ¢.
16 je pouzita koncentrace CTAT 50 mM.

Vliv ptipravy opét potvrzuje domnénky z piedchozi kapitoly, kdy se jako gely s lepSimi
mechanickymi vlastnostmi jevily ty dokonale homogenizované, pfipravené metodou mokré
cesty. Pouziti rotacni centrifugy zpiisobuje pomérné markantni rozdily v mechanické kvalité
gelli, zejména u nejpevnéjsich vzork.

Detailnéjsi prozkoumani viskoelastickych vlastnosti v oblasti elastické deformace gelti bylo
provedeno pomoci frekvencnich testti. VSechny gely vzniklé s pouzitim tenzidu CTAT
vykazovaly vice ¢i méné podobné zavislosti. Elasticky modul bud’ zcela ptevazoval v celé
Skale frekvenci, coz vypovidd o dokonalé sitové struktufe gelu, nebo tohoto chovani
dosahoval pfi vysSich rychlostech oscilaci. Opét se jako jedny z nejpevnéjsich jevily vzorky €.
11 a 15, u kterych byl i dukladn€ji porovnan vliv pfipravy. Ten je v oblasti elastické
deformace zanedbatelny pro vyslednou rigiditu geld.

Pro porovnani mechanickych vlastnosti vzorkii geli na bazi Hya-CTAT s ostatnimi
pouzitymi tenzidy v hydrogelech (CTAB, CTAC) byly vybrany dva limitni koncentra¢ni
ptipady slozeni, a to 2 % HMW Hya + 200 mM tenzid a 0,5 % HMW Hya + 50 mM tenzid.
Opét byla pouzita metoda pripravy ¢ 2. U vSech tenzidd byl patrny jiz nékolikrat
koncentrovangjsi analogy. Jako nejrigidnéjsi gely byly stanoveny vzorky na bazi Hya-tenzid
pro koncentrace komponent 0,5 % Hya, resp. 50 mM tenzid, kde se v tésné blizkosti
predhanély CTAC a CTAT. Hodnota piekryvu jejich viskoelastickych modult byla stanovena
pii frekvenci 0,1 rad/s. O tad nize na tom byl gel se slozenim Hya-CTAB. Dtuvodem téchto
odli$nych vlastnosti mliZze byt velikost protiiontu — chloridového, resp. bromidového aniontu.

Poslednim testem reologickych métfeni byly tokové zavislosti. Nezavisle na metodé
pfipravy vykazovaly vSechny vzorky pseudoplastické chovani, ptficemz pii vySSich
smykovych rychlostech se také vSechny, vice ¢1 méné, blizily stejné hodnoté viskozity. Z
popsaného vysledku se d& vyvodit, Ze nezavisle na metod¢ piipravy jsme pro urcité aplikacni
vlastnosti schopni vytvofit konzistentni gely. Stejného chovéani dosahovaly 1 gely pfipravené
Z ostatnich tenzidii, coZ vypovida o nahraditelnosti jednotlivych tenzidli v rdmci dostupnosti
¢1 vhodnosti pro pozadované aplikace.

Na zavér tokovych testl bylo také provedeno jednoduché srovnani hodnot viskozit geld pti
limitni smykové rychlosti 200 st s viskozitou slz pii smykové rychlosti mrknuti oka. Vyssi
smykové rychlosti pro testovani gelti nebyly vhodné pro dany typ métici geometrie. Vysledky
vSak naznacuji postupny trend snizovani viskozity gelli v zavislosti na zvySujici se smykové
rychlosti a potencialni dosaZeni pozadovanych hodnot pro oftalmologické aplikace.

Posledni kapitola diplomové prace pojednadva o prvotnich pokusech aplikovat metodu
malothlového rozptylu rentgenového zéafeni na stanoveni vnitini struktury hydrogeld.
Z vysledkii je patrné, Ze jsme schopni rozlisit tvar micel pomoci hodnot intenzity
rozptyleného zafeni a tvaru vyslednych kiivek zéavislosti. Idedlni by vSak bylo srovnavat
vysledky vzorkl s pfedem naméfenymi standardy. Stanoveni velikosti ¢astic touto metodou
vykazuje pomérné velkou chybu a nejasny trend primért ¢astic. Pfedmétem dalSiho vyzkumu
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by tak méla byt optimalizace této metody a srovnani jejich zavérti s jinou analytickou
metodou prokazujici velikost ¢astic.

Zaveérem této prace vyplynula zakladni charakteristika hydrogeli na bazi hyaluronanu
s opacné nabitymi tenzidy. Z vysledku reologickych méfeni mizeme konstatovat, ze jsme
schopni, zménou koncentrace vstupnich komponent, vyrobit potiebny hydrogel tzv. na miru.
Inkorporovani hyaluronanu do geld se jevi jako zddouci s ohledem na jeho bioaktivitu
a schopnost cileni do nadorové tkan€. Vliv na mechanické vlastnosti geli ma tento pridavek
zanedbatelny. Jako nejvhodnéjsi pro ptipravu se jevila metoda €. 2, pficemz pouziti riznych
tenzidu je do urcité miry konkurenceschopné. Vysledky z téchto méfeni by mohly, alespon
malym dilem, pfispét na poli diskuze o novych materidlech pro cilenou distribuci 1é¢iv ¢i
jinou medicinskou popt. kosmetickou terapii. Zarovein se provedenim zakladni charakteristiky
chovani oteviraji dvefe dal$im experimentim, jejichz hlavnim cilem bude prohloubeni
znalosti chemie téchto latek.
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9 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Seznam zkratek

Zkratka
CAC
cca

CD 44
CEC
CMC
CRC
cryo-TEM
CTAB
CTAC
CTAS
CTAT
DLS
FCS
FRAPP

FT-IR
GAG

GPC
HAS1, HAS2, HAS3
Hya
HMW Hya
ICAM-1
ITC

LMW Hya
LVO

My

NaSal
NMR
ot/min
PAL

PEC

PEG
PTX
RHAMM
SANS
SAXS
SDS
SLS
TEM
TRFQ

Vyznam
kriticka agregacni koncentrace

cirka

specificky receptor pro hyaluronan

kritickd koncentrace elektrolytu

kritickd micelarni koncentrace

kritickd koncentrace vzniku ty¢inkovych micel
transmisni elektronové mikroskopie se zmrazenim vzorku
cetyltrimethylamonium bromid

cetyltrimethylamonium chlorid

cetyltrimethylamonium siran

cetyltrimethylamonium p-toluensulfonat

dynamicky rozptyl svétla

fluorescencni korelacni spektroskopie

specialni fluorescen¢ni zobrazovaci technika, ktera pocita
difuzni koeficienty micel pomoci zhaSeni fluorescence sondy
infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
glykosaminoglykany

gelova permeacni chromatografie

hyaluronansyntazy

hyaluronan

hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti

specificky receptor pro hyaluronan

izotermalni titrani kalorimetrie

haluronan o nizké molekulové hmotnosti

linearni viskoelasticka oblast

molekulova hmotnost

salicylat sodny

nuklearni magnetickd rezonance

otaCky za minutu

povrchové aktivni latka

hydrogely vzniklé elektrostatickou interakci mezi
polyelektrolytem a tenzidem

polyethylenglykol

paclitaxel

specificky receptor pro hyaluronan

malothlovy rozptyl neutront

malothlovy rozptyl rentgenového zéteni

dodecylsiran sodny

staticky rozptyl svétla

transmisni elektronova mikroskopie

fluorescencni spektroskopie s Casové rozliSenym zhasenim
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9.2 Seznam symbolii

Symbol
A

A
do

Dy

Vxy

Vyznam
Angstrom

plocha

ucinny priiez polarni hlavou

ztratovy uhel

distribu¢ni parametr

relativni prodlouzeni (deformace)

sila

smykova rychlost

Younguv (elasticky) modul pruznosti
elasticky (pamétovy) modul

viskozitni (ztratovy) modul

komplexni smykovy modul

efekticni délka uhlovodikového fetézce
hodnota intenzity rozptyleného rentgenového zareni
kriticky parametr uspotadani

vlnovy vektor

polomér Castice

rozsah botnani hydrogeld

smykové (te€né) napéti

zdéanliva viskozita

dynamickaviskozita

molekularni objem hydrofobni ¢asti molekuly
hmotnost vysusené¢ho hydrogelu
hmotnost nabotnaného hydrogelu
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