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ABSTRAKT

Tato diplomova préace se zabyva studiem difuze barviv v biopolymernich hydrogelech. Tyto
hydrogely jsou zalozeny na interakci biopolymernich elektrolytd a opa¢né nabitych tenzidi. Pti
interakci polyelektrolyti s opacné nabitymi tenzidy mizou vznikat micelam podobné nano-
kontejnery, které jsou schopné vazat hydrofobni slou¢eniny. V této studii byla pro ptipravu geli
pouzita kombinace modifikovaného dextranu (diethylaminoethyl dextran) s kladnym nabojem
a dodecylsiranu sodného jako opacné nabitého tenzidu. Dalsi typ gelu byl zalozen
na hyaluronanu a kladné nabitém tenzidu Septonexu (karbethopendecinium bromid). Jako
sondy pro studium difuze byla pouzita barviva nilské ¢ervein a ATTO 488. Difuze téchto barviv
Z vodnych roztoktit NaCl nebo tenzidii do gelii byla sledovana v zavislosti na ¢ase. Transport
barviv do struktury gelu byl nasledné charakterizovan difuznimi koeficienty a strukturnimi
parametry hydrogelt.

KLICOVA SLOVA

difuze, difuzni koeficient, dextran, hyaluronan, tenzid, SDS, Septonex, hydrogel, barvivo,
nilska ¢erven, ATTO 488

ABSTRACT

This thesis is focused on diffusion of dyes in biopolymer-based hydrogels. These hydrogels
are based on interaction between biopolymer-like electrolytes with oppositely charged
surfactants. When polyelectrolytes interact with oppositely charged surfactants, micelle-like
nano-containers can be formed. These nano-containers are able of binding hydrophobic
compounds. In this study, combination of modified dextran (diethylaminoethyl dextran) with
positive charge and oppositely charged sodium dodecylsulphate as surfactant was used for
preparation of hydrogels. Next type of hydrogel was based on hyaluronan and positive charged
surfactant Septonex (carbethoxypendecinium bromide). As a diffusion probes in hydrogels dyes
Nile red and ATTO 488 were used. The diffusion of these dyes from ageous solutions of NaCl
or surfactants into hydrogels was monitored in time. Transport of dyes into structure of
hydrogels was characterized by diffusion coefficients and structural parameters of hydrogels.

KEYWORDS

diffusion, diffusion coefficient, dextran, hyaluronan, surfactant, SDS, Septonex, hydrogel, dye,
nile red, ATTO 488
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1.  UVOD

Hydrogely maji pro své vyjimecné vlastnosti Siroké uplatnéni v mnoha oborech. Jednou
z vlastnosti je schopnost zadrzovat velké mnozstvi vody. Diky schopnosti zadrzovat vysoké
mnozstvi vody a fyzikalné-chemické podobnosti s extracelularni matrix jsou vysoce
biokompatibilni. Vzhledem ke svym unikatnim vlastnostem jsou hydrogely velmi rozsitené
V biomediciné¢ a zdravotnictvi. Hojné zastoupeni maji i v tkdnovém inzenyrstvi, kde
se pouzivaji naptiklad jako scaffoldy. Tyto scaffoldy slouZzi jako opérny ¢i nosny material pro
rust a proliferaci bunék. Ve farmacii se hydrogely pouzivaji jako nosice 1éCiv, které mohou mit
cilené a kontrolovatelné uvolnovani léCiva. Studiem vlastnosti téchto nosicli se zabyva
farmakokinetika. Studium vlastnosti hydrogelovych nosict 1é¢iv umoznuje jejich vytvaieni
na miru. Nosi¢e mohou byt navrzeny tak, aby dochazelo k pomalému uvoliiovéani 1éCiva,
poptipad¢ k jeho =zakoncentrovani V okolni tkdni nebo doruceni 1é¢ivého ptipravku
do pozadované tkan¢ ¢i organu. Jako modelovy mechanismus uvoliiovani 1é¢iva z hydrogeli je
jeho difuze zptisobend koncentracnim gradientem. Hydrofilni povaha hydrogeli mechanizmus
difuze zna¢né ovliviluje. Mnohé modelové studie zaméfené na uvoliiovani aktivni latky
z hydrogelové matrice ukazuji, Ze uvoliiovaci mechanismy jsou zavislé nejen na difuzi, ale
I na struktute, nabobtnani hydrogelu a na fyzikalné-chemickych vlastnostech aktivni latky
I matrice.

Hydrogely, které ze své podstaty obsahuji vysoké mnozstvi vody vsak nejsou vhodné pro
solubilizaci hydrofobnich sloucenin. Tato nekompatibilita mtize byt pieckonana za¢lenénim
hydrofobnich domén do struktury hydrogelu. Tyto domény pak umozni navazani hydrofobnich
sloucenin do struktury gelu, zatimco si hydrofilni sit’ gelu a jeho vnitini vodna faze zachova
svoji biokompatibilitu. Pro pfipravu téchto geli je mozné pouzit kombinaci polyelektrolytu
s opa¢né nabitymi ionty tenzidu. V této praci byly jako polyelektrolyty pouzity kladné nabity
modifikovany dextran (konkrétné DEAE-dextran) a hyaluronan jako zaporné nabity
polyelektrolyt. Pro zesitovani dextranu byl pouZity opacné, tedy zaporn€ nabity tenzid
dodecylsiran sodny (SDS). Hyaluronan byl zesitovan kladné¢ nabitym tenzidem
karbethopendecinium-bromidem (Septonex). Tyto biopolymery jsou netoxické, dobie
rozpustné ve vode¢, biokompatibilni, biodegradabilni a obsahuji vysoké mnozstvi funkénich
skupin pouzitelnych k zesitovani.

Pro studium difuznich charakteristik téchto hydrogelti bylo pouzita dvé rozdilna barviva
oznacovana jako nilska cervenn (NR) a ATTO 488. Nilska ¢erven byla vybrana jako modelovy
zastupce hydrofobnich sond. ATTO 488 pak piedstavuje zastupce hydrofilnich sond. Pro
posouzeni potencidlu hydrogeli pfi pouziti ve vyvoji novych systému nosict 1é¢iv je nutné
popsat jejich vlastnosti z hlediska propustnosti a difuznich charakteristik v zavislosti
na riznych prostredich. Cilem této prace je tedy popsat difuzni charakteristiky a transportni
vlastnosti hydrogeld na bazi dextran-SDS a hyaluronan-Septonex. Od kazdého typu hydrogelu
bylo piipraveno né€kolik jeho rtznych variant. Dextranové hydrogely se mezi sebou liSily
Vv koncentraci pouzitého tenzidu SDS pii zesitovani. Tyto tenzidy byly pouzity v koncentraci
100 MM a 400 mM. Hyaluronanové hydrogely byly pfipravovdny ze zasobnich roztokt
nizkomolekularniho (LMW) a vysokomolekuldrniho (HMW) hyaluronanu. Hyaluronanové
hydrogely byly pfipravovany smisenim zasobniho roztoku hyaluronanu a tenzidu Septonexu



0 100 mM a 200 mM koncentraci roztoku. Detailni ptiprava hydrogeli a jejich sloZeni popisuje
kapitola 4.3. Vzniklé hydrogely byly ponechany k ustaleni a usazeni na dné vialky a nasledné
byl ptebyte¢ny supernatant odlit. Misto supernatantu byl ke gelu pfidan roztok obsahujici
barvivo v riznych koncentracich. Pro zkoumani vlivu prostiedi na difuzni charakteristiky, byla
barviva obsazena v riznych roztocich. Barviva byla studovana v 0,15 M vodném roztoku NaCl,
Vv roztocich 100 mM a 200 mM tenzidu Septonexu a Vv roztocich 100 mM a 400 mM SDS.
Nasledné byla zkoumana absorbance téchto roztokd pomoci UV-VIS spektrofotometrie.
Z namé&ienych absorbanci byla vypocitana koncentrace barviva v roztocich i v gelech a z nich
potom dalsi difuzni charakteristiky jako jsou difuzni koeficienty a koeficienty a, predstavujici
koeficient mezi poc¢atecni koncentraci sondy a koncentraci na rozhrani gelu a roztoku (brano
ze strany gelu, viz. kapitola 5).



2.  TEORETICKA CAST

2.1. Vyuziti biopolymeri ve farmacii a kosmetice

Jako polymery obecné oznacujeme molekuly skladajici se zjednotlivych opakujicich
se jednotek nazyvanych monomery, které jsou spojené kovalentni vazbou. Syntéza mnoha
polymerti probihd spojenim jednotlivych monomerti dohromady za vzniku fetézct z téchto
opakujicich se zakladnich jednotek. Pocet opakujicich se jednotek potfebnych pro splnéni
definice polymeru neni pfesné¢ urceny. Obecné je stanoveno, Ze pocet monomerd,
oznadovanych pismenem n oznauje i polymeraéni stupeii. Cislo n je u polymert dostate¢né
vysoké tak, ze pfidanim dalSich monomernich jednotek se nijak vyrazné neméni fyzikalng-
chemické vlastnosti celé molekuly [1]. Polymery se déli na mnoho druhii a skupin. Jedno
z mnoha moznych déleni miize byt na polymery biologicky neodbouratelné a polymery
biodegradabilni. Termin biodegradabilni v mediciné oznaCuje ty polymery, které jsou
organismem postupné pieménény na produkty netoxické pro organismus. Dal§im terminem pro
oznacovani polymert ¢i jejich déleni je biokompatibilita. Biokompatibilni polymery jsou ty,
které pti kontaktu s organismem nevykazuji imunitni reakci. Terminem biopolymery se pak
obecné oznacuji polymery pfirodniho pivodu, které jsou produkovany rostlinami, zivo€ichy
¢1 mikroorganismy. Opakem jsou potom syntetické polymery, jejichz ptivodcem jsou nejéastéji
fosilni paliva [2].

Tabulka 1: Zdkladni rozdéleni biopolymerii [3].

Klasifikace Producent Polymer
Elastin, kolagen-zelatina, kasein, gluten, sdjovy
Protein protein, albumin, hedvéabi, polyaminokyseliny,
resilin, gluten
Polyester Polymlécna kyselina (PLA),

polyhydroxyalkanoaty (PHA)
Pfirodni kau€uk, nylon zricinového oleje,

Specialni polymer polyglutamova  kyselina, Selak, syntetické
polymery z ptirodnich tuki a oleji

Zivotichové Kyselina hyaluronova, chitin, chitosan

Dextran, celuldza (bakterialni), xanthan, levan,
kurdlan, polygalaktosamin

Celuléza, skrob, agar, pektin, karagenan, alginat,
guma guar a dalsi gumy

Houby Glukany, pullulan, elsinan

Bakterie

Polysacharid
Rostliny, fasy

Biodegradabilni polymery se v medicing zacaly pouZzivat v 60. letech minulého stoleti, kdy
byly vytvofeny prvni absorbovatelné Sici materialy a sutury. Od této doby je pouzivani
biomaterialii v medicin€ neustéle se vyvijejicim oborem. Biopolymery se v mediciné vyuzivaji
jako kryty na rany, t€lni implantaty, materialy pro tkanové inzenyrstvi, in vivo senzory
a Vv neposledni fad¢ také nosice 1€€iv, kterym je v poslednich par letech vénovano mnoho
pozornosti. Stale vice se v medicing, farmacii 1 kosmetice pouZivaji i syntetické polymery,
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které jsou vsSak biokompatibilni a biodegradabilni. Pravé biodegradabilita syntetickych
polymert ¢i biopolymert je z ekologického hlediska a ochrany Zivotniho prostiedi v poptedi
zajmu [2].

Kosmetika casto obsahuje polymery ziskané z fosilnich zdroji a nejsou biodegradabilni.
Nejcastéji se pouzivaji polymery jako je polyethylen, polypropylen a polystyren, které
se pridavaji do Cisticich, li¢icich a opalovacich produktti. Mikrocastice téchto kosmetickych
produktti po pouziti kon¢i v odpadnich vodach a vstupuji do vodnich zdroja, kde se akumuluji.
Trendem proto je nahradit tyto materidly biodegradabilnimi polymery. Pro nahradu
polyethylenu v exfolia¢nich produktech se pouZzivaji materialy z pfirodnich zdroji jako jsou
ulity, zrna, bambus, ryze, ptirodni vosky, mikrokrystalicka celul6za nebo polymlécna kyselina
(PLA). Nejcastéji se tedy pouzivaji Skroby, chitin a chitosan [2].

Pii pouzivani syntetickych polymerti v medicinskych aplikacich, zejména jako rizné
implantaty ¢i jako nosice 1é¢iv, mize dochdzet vlivem jejich degradace a naslednému vzniku
jejich degradaénich produktii k nezddoucim imunologickym reakcim. Degradacni proces
syntetickych polymeri ¢asto probihd hydrolyzou, pfi které vznika oxid uhlicity, ktery snizuje
lokalni pH a tim dochazi k bunétné a tkanové nekroze. Vzhledem k tomuto faktu jsou
biopolymery diky jinému mechanismu odbouravani pro organismus lépe ptijatelné. Polymery,
nevyvoléavajici imunologickou reakci, coz mohou byt i nékteré syntetické polymery, maji
nejvetsi potencial pro vyvoj zdravotnickych materiali jako jsou do€asné protézy, 3D-porézni
struktury zvané scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi, nebo kontrolovatelné¢ systémy
pro uvoliovani 1é¢iv [3].

2.1.1. Biopolymery jako nosice l1é¢iv

V soucasné dobé¢ se do poptedi zdjmu dostadvaji nanomateridly jako takzvané inteligentni nosice
lé¢iv. Nanomateridly maji Siroké spektrum vyuziti diky jejich unikatnim fyzikalnim,
mechanickym elektrickym, magnetickym, chemickym a biologickym vlastnostem. Inteligentni
nosice 1éCiv a systémy, nejen ty nanomateridlové, maji vylepSenou farmakokinetiku tim, Ze tidi
dodavani zakomponované latky na pozadované misto Ucinku, zvySuje proces uvoliiovani
a absorbovani 1é¢iva nebo mohou tyto nosi¢e reagovat na vngj$i stimul napiiklad v podobé¢
magnetického pole. Dale mohou upravovat profil uvoliiovani Ié¢iva, tim Ze se doba uvolfiovani
zpozdi ¢i prodlouzi. Nemodifikovany povrch nano¢astic ma vSak nevyhodu v tom, Ze tyto
nanocastice jsou rychle rozpoznany imunitnim systémem a nasledné jsou fagocyty vyc€istény.
Nanocéstice maji obecné velky povrch v poméru k objemu cCastice, coz umoznuje modifikaci
povrchu a navazani velkého mnozstvi funk¢nich skupin. Pro zabranéni imunitni reakce se proto
pouzivaji modifikace pomoci pfirodnich nebo syntetickych polymerii, coz mlze zaroven
zvySovat odolnost téchto nosicl proti gastrointestindlnim tekutindm a tim 1 lépe zacilit 1é€ivo
tam, kde je potfeba. Nejcastéji se pro modifikaci pouZzivaji pravé polymery na bazi proteint
a polysacharidi opét z divodu jejich biodegradability, biokompatibility a nizké imunitni
odezvé. Funkce mikro- a nano-enkapsulace pro modifikovani povrchu uvadi Tabulka 2 [4].

Polysacharidy jsou pfirodni polymery skladajici se z monosacharidt, které jsou spojené
glykosidovou vazbou a hojné se vyskytuji v rostlinach, zivociSich, houbach, ale
I v mikroorganismech.  Polysacharidy maji  $iroké rozmezi vlastnosti a odlisuji
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se V rozpustnosti, ve schopnosti emulgace, vstiebatelnosti ¢i ve schopnosti zadrzovat vodu [5].
Diky pfitomnosti velkého mnozstvi funkénich skupin na molekuldrnim fetézci jsou
polysacharidy snadno chemicky a biochemicky modifikovatelné, coz vede k mnoha druhd
ruznych polysacharidovych derivati. Jako pfirodni materialy jsou polysacharidy velmi stalé,
bezpecné, netoxické, hydrofilni a biodegradabilni. Polysacharidy obsahuji mnozstvi
hydroxylovych, karboxylovych a amino skupin, které mohou tvofit nekovalentni vazby
s biologickymi tkanémi, mizeme mluvit o tzv. bioadhezi [6].

Napriklad chitosan, Skrob a alginit jsou dobré bioadhezivni materialy. Nosice 1éCiv
vytvoiené z téchto bioadhezivnich materiali mohou prodlouzit dobu setrvani nosice na misté
pusobeni a zvySit mnozstvi navdzaného léCiva. Pfi aplikaci nosicl 1é¢iv z téchto pfirozené
se vyskytujicich polysacharidi se zjednodusuji otdzky ohledn€¢ bezpecnosti, toxicity
a dostupnosti [6].

Tabulka 2: Funkce mikro- a nano-enkapsulace pro modifikovani povrchu [5].

Funkce mikroenkapsulace Funkce nanoenkapsulace
Redukce velikosti ¢astic a zuzeni
profilu distribuce ¢astic

Ochrana bioaktivnich latek

Kontrolovany profil uvoliovani Zvétseni velikosti povrchu
Uprava organoleptickych vlastnosti Zvyseni bioaktivni ochrany
ZlepSeni tokovych vlastnosti Zlepseni biokompatibility

Vylepseni fyzikalni stability a

ZvySeni doby skladovatelnosti prodlouzeni doby skladovatelnosti

Lepsi zacileni nosice a zlepSeni

Obohaceni o specifické Ziviny . . .
prichodnosti organismem

ZlepSeni reaktivity mezi jednotlivymi
sloZkami nosice

ZlepSeni absorpce uvnitt bunék

Proteiny jsou slouceniny s vysokou molekulovou hmotnosti, které se skladaji
z aminokyselin. V kyselém prostiedi jsou proteiny nerozpustné, v alkalickém prostiedi jsou
lehce rozpustné. Proteiny maji vynikajici vlastnosti pro tvorbu filmti, gelovaténi, emulzifikaci
a zadrzovani vody. Bézné se pouzivaji k pfipravé systémul na uvoliovani 1é¢iv. Slouzi jako
efektivni nosi¢ pro prenos bioaktivnich sloucenin, tukd, olejii a mastnych kyselin. Nejcastéji
se pro nosicové systémy pouzivaji proteiny ZzivociSného pivodu jako je fibroin obsaZzeny
v ptirodnim hedvabi, kolagen, zelatina, kasein a albumin [4]. Rostlinné proteiny mayji
V porovndni s Zivo¢iSnymi proteiny excelentni hydrofobni vlastnosti. Jsou také povazovany
zaméné alergenni a cenové dostupnéjsi nez zivocCiSné proteiny. Jako proteiny rostlinného
puvodu se pouziva sdjovy protein, zein (kukufi¢ny protein) a gliadin [5].
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2.1.2. Polymlécna kyselina (PLA)

PLA je jednim z nejslibnéjSich biologicky rozlozitelnych polymert soucasnosti. Lze ji ziskat
zZ ptirodnich surovin jako je kukufi¢ny skrob, cukr, ryze, brambory a dalsi ptirodni zdroje. Jejim
potencialem je nahrazeni konvencnich petrochemickych polymerti v primyslu nebo se miize
stat dalezitym biomaterialem pro nespocet medicinskych aplikaci. PLA je alifaticky polyester,
ktery ma mechanické vlastnosti podobné syntetickym polymeriim jako je tieba polypropylen.
Vysokomolekularni PLA se nejCastéji vyrabi polykondenzaci nebo polymeraci za otevieni
kruhu laktidu (ROP) [7]. Biokompatibilita PLA je pro medicinské uziti dilezitym aspektem.
Retézec PLA se rozklada v organismu hydrolyzou nejprve na mensi oligomery, ¢imz se snizuje
1 molekulovd hmotnost, nakonec se fetézce rozlozi az na kyselinu mlé¢nou. Kyselina mlécna
je nasledn¢ odbourana v cyklu trikarboxylovych kyselin [8].

O |[CH, 0

e 0 . OH

CH, O  CHs

Obr. 1: Kyselina polymlécna (PLA) [3].

Ptes pozitivni vlastnosti ma PLA také nevyhody, které limituji jeji moZnosti pouZiti. Jednou
Z nevyhod je nizkd odolnost a tvrdost. PLA je velmi kiehky material, u kterého uz pti nataZeni
o necelych 10 % dochazi k prasknuti. Pfestoze je jeho pevnost v tahu a modul pruznosti
srovnatelny s polyethylentereftalaitem (PET), nizkd houzevnatost omezuje jeho pouziti
v aplikacich, které vyZaduji plastickou deformaci pii vysSich urovnich napéti. Dal§i moZnou
nevyhodou muze byt jeji pomald degradace, obzvlast’ pii vyuziti jako mozny nosi¢ 1é€iv, kdy
pomalé degradace vede k dlouhému vyskytu v organismu. AvSak na druhou stranu mize byt
nizkd rychlost degradace i vyhodou, naptiklad pii pouziti PLA jako scaffoldd ¢i riznych
implantatt, které se rozlozi az po nartstu novych bun¢k. Jak jiz bylo zminéno vyse, PLA
se rozklad4 hydrolyzou a rychlost degradace zavisi na krystalinité, molekulové hmotnosti
a jejim rozlozeni, morfologii, difuzi vody do polymeru a obsahu stereoizomerti. Dale je PLA
hydrofobni, coZ opét pro pouziti v biomediciné predstavuje problém. Kyselina polymlécna
neobsahuje bo¢ni fetézce s reaktivnimi funkénimi skupinami, takZze jeji modifikace neni zcela
jednoducha [8].

V mediciné¢ se PLA pouzivd uz od 60. let 20. stoleti jako implantaty a zdravotnické
prostiedky napf. pro Siti ran v chirurgii. Ze zacatku se vSak kvuli vysoké cené PLA nesetkala
se Sirokym vyuzitim. To se zménilo v 80. letech, kdy se prekurzor PLA kyselina mlécna zacala
vyrabét fermentacnim zpisobem. Soucasné se PLA v mediciné pouziva jako implantaty, které
umoziuji tkanovy rist, dale jako nahrady kosti a jejich fixatory. PLA je Casto pouzivana
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v kombinaci s dalsimi polymery ¢i proteiny, jako naptiklad s kyselinou polyglykolovou (PGA),
skelnymi vlédkny, kolagenem, uhlikatymi vlakny a hydroxyapatitem. Rliznymi kombinacemi
se da dosahnout pozadovanych vlastnosti. Dal§i moznou kombinaci je komplex PLA-chitosan,
kde chitosan slouzi jako neutralizaéni médium, kdyz se pii odbouravani PLA tvoii kyselina
mlécna, ktera snizuje lokalni pH [7].

2.1.3. Chitin a chitosan

Chitin a chitosan jsou nejvice hojné¢ dostupné linearni polysacharidy s produkci vice nez
10 gigatun chitinu ro¢né. Chitin je slozeny z molekul N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou
spojené B-(1,4)-glykosidickou vazbou. Chitin tvofi hlavni slozku exoskeletu ¢lenovct a tvoii
spole¢né B-polyglukany v bunéénou sténu hub. Chitosan vznika deacetylaci chitinu a jeho
vyuziti je daleko vyssi nez u samotného chitinu. Chitosan se sklada z jednotek D-glukosaminu
a jednotek N-acetyl-D-glukosaminu (Obr. 2). Da se fict, Ze chitosan je oznaceni pro
deacetylovany chitin o riizném stupni deacetylace. Stupeni deacetylace mliZe nabyvat riznych
hodnot a muze se pohybovat od 60 po 100 %. Nejcastéji je chitosan tvoien z 80 % D-
glukosaminem a z 20 % N-acetyl-D-glukosaminem. O molekulové hmotnosti, ktera mutze
dosahovat i 10° Da, rozhoduji stupné polymerace a acetylace. Ty také urduji viskozitu
ve vodném roztoku a od toho se odviji i nasledné farmakologické a biochemické vlastnosti [9].
Nejvétsim rozdilem mezi chitinem a chitosanem je jejich rozpustnost ve vodg. Chitin
je nerozpustny a chitosan je ve vodé rozpustny. Chitosan ma velmi Siroké rozmezi vyuziti,
pouziva se v potravinaistvi a ve vyziveé, v biotechnologiich, materidlovém inzenyrstvi, farmacii,
zem&dé@lstvi 1 v ochrané zivotniho prostfedi. Chitin a chitosan hraji velkou roli pfi vyvoji
biomateriali a v aplikacich tkanového inzenyrstvi diky jejich univerzalnim vlastnostem
zahrnujicich vysokou biokompatibilitu, vynikajici biologickou odbouratelnost, antimikrobidlni
aktivitu proti gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim, hemostatické vlastnosti, adhezivni
vlastnosti pro tkan¢ a v neposledni fadé pti procesu hojeni ran [10]. Chitosan se pouziva
Vv nejruznéjSich formach jako jsou gely, filmy, ¢astice, membrany nebo scaffoldy [3].

CHITIN CHITOSAN
CH3 CH3
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i OH
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HO O\ HO 3 Deacetylace HO O Ho—- d
+S Lol
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H
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Obr. 2: Chemické struktury chitinu a chitosanu a proces deacetylace [11].
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Jednim z mnoha moznych vyuziti chitosanu je jeho pouziti jako kontrolovatelného nosice
1é¢iv. Rizené dodavani 1é&iva z implantovaného zafizeni nebo oralné podavanych tablet nabizi
rizné vyhody oproti pasivné¢ zaméfenym systémum 1éCiv prvni generace, jako je zvySena
ucinnost, redukce ¢i eliminace nezadoucich vedlejsich G¢inka a kontrola hladiny 1é¢iva, ktera
je neustale udrzovana v terapeuticky zadoucim rozmezi. Chitosan disponuje nékolika
unikatnimi vlastnostmi, které¢ z n¢j délaji idedlni nosi¢ 1éCiv: in situ gelace, mukoadheze,
hydrofilni charakter a zvySena permeace. Chitosan je navic jednim z mala kladn¢ nabitych
polyelektrolyt. Lécivo se miize na chitosan kovalentné¢ nebo nekovalentné¢ vazat, konkrétné
na aminoskupiny, ze kterych se pak v kontaktu s télnimi tekutinami mize uvolfiovat [11].

Jako nosi¢ 1é¢iv se chitosan pouzivd i ve form¢ hydrogelu. Pravé hydrogely vykazuji
schopnost transportovat malé¢ molekuly jako jsou naptiklad molekuly lIé¢iva. PIn¢ nabobtnalé
hydrogely maji nékteré vlastnosti velmi podobné zivym tkénim, jsou to naptiklad gumova
amekka konzistence nebo nizké mezifazové napéti s vodou a biologickymi tekutinami.
Fyzikalni vlastnosti téchto hydrogelti jsou ur¢ovany molekulovou hmotnosti My, stupném
zesitovani gelu a ndboji. ZvySenim stupné zesitovani vede ke zvySeni tuhosti a modulu
pruznosti, coz ovliviiuje ochranu enkapsulovaného 1é¢iva, které je 1épe chranéno pii transportu
a migraci hydrogelu. Dulezitou vlastnosti je i velikost pori hydrogelu a hydrodynamicka
velikost 1éciva, které tidi difuzi enkapsulovaného 1é¢iva. Pro transport 1é¢iva byl zkouman
napiiklad pH senzitivni alginat-chitosanovy hydrogel, do kterého byl zakomponovan nifedipin
— 1é¢ivo na vysoky tlak. Mnozstvi uvoliiované¢ho nifedipinu se zvySuje se zvySujicim se pH
(42% uvolnéni pfi pH 1,5 a 99% uvolnéni pfi pH 6,8). Takto ptipraveny hydrogel, ktery
zadrzuje uvoliovani 1é¢iva pii niz§im pH, muze byt pouzivam pii dodavani 1éCivych latek
do strev [12].

Kosmetické vyuziti maji predevSim derivaty chitinu a chitosanu. Vyuziva
se karboxymethylchitin a ¢astecné nastépeny chitosan jako aktivni ingredience do Samponi
na vlasy, do kondicionéra a dalSich oSetfujicich vlasovych ptipravkl pravé diky jeho dobré
viskozité ve vodnych roztocich, zadrzovani vlhkosti, tvorbé filmi. Kombinace téchto vlastnosti
dodava vlasiim a pokozce mékkost a poddajnost [13].

2.1.4. Skrob

Skrob je piirodni polymer spadajici do skupiny polysacharidii. Skrob byl a je velmi intenzivné
studovan diky tomu, Ze je hojné dostupny, levny a biologicky rozloZitelny. Skrob
je biopolymer, ktery se nachazi hlavné v rostlinich, kde plni zasobni funkci a piedstavuje
kone¢ny produkt procesu fotosyntézy. Velmi hojn€ je zastoupen v pSenici a dalSich
obilovinach, v kukufici, ryzi, fazolich a bramborach. Skrob tvoii vice nez 60 % obsahu
obilnych zrn a je pomérné jednoduché jej od zbytku zrn separovat. V rostlindch se uklada
ve form¢ skrobovych zrn. V zavislosti na rostlinném zdroji se Skrobova zrna li§i tvarem,
velikosti, strukturou a chemickym sloZenim. Skrobové zrna se skladaji ze dvou zikladnich
polysacharidd, a to z amylozy a amylopektinu, které jsou tvorené jednotlivymi molekulami
gluko6zy. Sumarni vzorec Skrobu je tedy (CeH100s)n [14]. Kromé amylézy a amylopektinu
obsahuji zrna 1 malé mnoZstvi lipidi a proteinti. Amyloza je linedrni polymer skladajici
se z anhydrogluko6zovych jednotek spojenych a-(1,4)-glykosidickou vazbou. Mize dosahovat
molekulové hmotnosti 0od 20 kg/mol az do 800 kg/mol. Jeji obsah ve Skrobovych zrnech
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vétsinou byva 20-25 %. Amyloza je odpoveédna za vlastnosti Skrobu spojené s tvofenim filmu.
Amylopektin je vysoce vétveny polymer slozeny z kratkych jednotek anhydroglukdzy
spojenych a-(1,4)-glykosidickou vazbou, ktery je vétveny a-(1,6)-glykosidickou vazbou,
vyskytujici se kazdych 25-30 glukézovych jednotek. Amylopektin ma vysokou molekulovou
hmotnost nabyvajici hodnot 5 000-30 000 kg/mol. Rozdily ve struktufe a molekulové
hmotnosti mezi amylézou a amylopektinem vedou k odlisnostem jejich molekularnich
vlastnosti a filmotvornych vlastnosti [15].

0 0 —
OH OH
L . Amylopektin
0 > spojeny a amylozou o-1,6-glykosidovou
OH OH vazbou
CHzOH CHz CH;OH CHzOH ~
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OH % 0 o OH
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Obr. 3: Struktura skrobu zobrazujici amylopektin spojeny a-(1,4)-glykosidickou vazbou a amylozu
vervici se a-(1,6)-glykosidickou vazbou [16].

Farmaceutické aplikace Skrobu spocivaji hlavné v transportu 1€¢iv a nejéastéji je vyuzivan
jako matrice celého Ié€iva. V tomto zplsobu vyuziti je IéCivo dispergovano v porézni matricové
siti, ktera muze bobtnat ale i nemusi, 1é¢ivo je nasledné uvoliovano v reakci na podnét, kterym
muze byt zména pH, naboje nebo enzymaticka reakce. Primarnim cilem takového matricového
systému je zajisténi fizeného uvoliiovani lé¢iva a zabranéni nebo omezeni oscilace koncentrace
léciva v krvi, tim se dosahne pozadovaného terapeutického ucinku. Zaroven se tim snizuji
nezadouci vedlejsi ucinky 1éciva [16].

Aby se maximalizovalo vyuziti Skrobu v nosi¢ovych systémech, ale i v dalSich odvétvich,
upravuji se fyzikalné-chemické a fyzikaln€-mechanické vlastnosti pfimo na miru pro potieby
téch danych aplikaci. Vyuzivaji se Ctyfi zdkladni metody upravy: chemicka, fyzikalni,
enzymatickd a genetickd. VSechny tyto metody se zaméiuji na tfi volné hydroxylové funkcni
skupiny skrobového polymeru. Chemickd modifikace je nejvice prozkoumanou metodou
modifikace diky jeji nedestruktivni povaze. Hydroxylové skupiny polymeru mohou byt
chemicky modifikovany pomoci esterifikace, etherifikace a oxidace. Stupeni modifikace zavisi
na puvodu skrobu a na reak¢nich podminkach [16].
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Skrob je pievaznd pouzivan pii fizeném uvolfiovani 16¢iv jako nosi¢ a Vv nékterych
charakteristickych aplikacich se pouziva pii opravé nebo nahrad¢ kosti. Pro tyto aplikace jsou
dilezité vlastnosti jako rozpustnost, enzymaticka stravitelnost, reologické a morfologické
charakteristiky, bobtnani a mechanické vlastnosti. Skrob se spoleéné s chitosanem
a uhlikovymi nanotrubicemi pouziva k piipravé uhlikovych nanokompoziti. Tyto
nanokompozity mohou byt nasledné pouzity pro fizené uvoliovani 1é¢iv [17].

2.1.5. Kolagen a Zelatina

Kolagen je nejvice zastoupenym vlaknitym proteinem vV intersticialni tekutiné extracelularni
matrix v zivo¢isich. Kolagen tvoti az 30 % celkovych proteini v lidském téle a nejvétsi
zastoupeni ma kolagen v kazi, ve které je zhruba polovina celkového kolagenu v organismu.
Je syntetizovan a vylucovan Vv extracelularni matrix fibroblasty. Vyvijenim tlaku na matrix,
skladaji fibroblasty kolagenni fibrily do listd a vlaken. Charakteristickym rysem kolagenu
je jeho strukturalni uspofadani. Primarni strukturu tvoii fetézce slozené z aminokyselin glycinu,
prolinu a hydroxyprolinu. Hydroxyprolin je vysledkem posttranslacnich procest, kdy
se modifikuje prolin za G¢asti vitaminu C. V fetézcich se opakuje triplet, ktery mizeme oznacit
jako Gly-X-Y, kde Gly oznacuje glycin, X a Y oznaCuje mista obsazena prolinem
a hydroxyprolinem. Diky tomuto sloZeni se tvofi levotociva Sroubovice. Vodikové atomy
na bo¢nim fetézci glycinu spojuji tii jednotlivé fetézce do trojité Sroubovice, kterou nazyvame
tropokolagen. V soucasné dobé se eviduje 28 rozdilnych druhi kolagent. Napiiklad kolagen
typu | je hlavni strukturni slozkou v tkanich jako je kiize, kosti a Slachy [18].

Kolagen je svymi vlastnostmi a pfirodnim ptivodem idealnim materidlem pro pouziti
v mediciné i kosmetice. Ma schopnost podporovat vnitini rist tkang, takze muze byt pouzit
i v aplikacich k hojeni ran. Kolagen ma vSak $patné mechanické vlastnosti a podléha rychlé
degradaci, tyto problémy se vSak daji piekonat pouzitim zesit'ujicich cinidel nebo
zkombinovanim s jinymi polymery. Kolagen mize byt pouZit v systémech fizeného uvoliiovani
lé¢iv vytvotenim nebo pfeménénim v rizné tvary a typy zahrnujicich naptiklad proteinové
,klece®, nanocastice, filmy, hydrogely a ,,minipruty. Difuze z nabobtnalych kolagenovych
matric je klicem Kk uvolfiovani 1é¢ivych latek, zaroven k uvoliovani pfispiva enzymaticka
degradace matrice ¢i hydrofobni interakce 1é¢iva a kolagenu. Chemicky nebo dehydrotermalné
zesitované kolagenni matrice maji sniZenou absorpci vody a tim se jim prodluZuje uvoliiovani
léciva. Kolagenni mikrocastice mohou byt pouZity jako nosice glukokortikoidll, antibiotik
(napf. gentamicin) a chondrocytovych transplantatu [4].
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Obr. 4: Struktura kolagenniho vidkna [19].

Kolagen se velice €asto pouziva ve formé tenkych filmu. Jejich hlavnim ucelem slouzit jako
bariérovd membrana. Tyto filmy obvykle mivaji tloustku 0,01-0,5 mm. Lécivo muize byt
navazano na kolagenni membranu pomoci vodikovych mustkii nebo kovalentni vazbou. Mohou
byt sterilizované a po hydrolyze se stdvaji pruznymi a zaroven si zachovavaji urcitou pevnost
pfi manipulaci. Takovyto kolagenni film byl aplikovéan do oka a k jeho kompletnimu rozloZeni
doslo po 5-6 hodinach [20]. Kolagen je také velmi ¢asto pouzivan jako doplnék stravy a své
zastoupeni ma i v kosmetice. V soucasné dobé se na trhu pohybuje obrovské kvantum
nejrizngjsich dopliku stravy ¢i kosmetiky obsahujicich kolagen. Z doplika stravy se da pofidit
naptiklad hydrolyzovany kolagen, moisky kolagen, nebo kolagen ve smési tieba s kyselinou
hyaluronovou, ¢i vitaminem C. V kosmetice se kolagen pouziva pii vyrob¢ krému, masti
a balzdmu pro oSetfeni a ochranu pokozky, vlasii a nehta.

Zelatina je vlastné denaturovany protein, ktery se ziskava z Zivo¢isného kolagenu jeho
¢astecnou hydrolyzou pomoci kyseliny nebo zasady, nebo strukturnimi zménami za pouziti
enzymu ¢i termické degradace. Podle zptisobu piipravy zelatiny se d€li na Zelatinu A a B. Typ
A je ziskdvan zhovézi, vepfové nebo rybi kiize ptes kyselou hydrolyzu, zatimco typ B
je ziskavan ze stejnych zdroju, ale alkalickou hydrolyzou. Zelatina ma dobré funkéni vlastnosti,
co se tyka biologické kompatibility, biologické rozlozitelnosti, schopnosti zadrzovat vodu,
schopnosti tvorby filmu a antikarcinogenity, navic je to dobry material pro enkapsulaci.
Nicméné zelatina je velice rychle rozpustitelna ve vodé, coz vede k rychlému uvolnéni
aktivnich latek [5]. Rychlé rozpousténi Zelatiny se podle jedné ze studii da upravit pomoci
enkapsulace kurkuminu, ten ma antioxidaéni a antimikrobialni vlastnosti, avsSak
V potravinafrstvi, kvili jeho nerozpustnosti ve vodném prostiedi, je jeho uziti velmi omezené.
Goméz-Estaca a kolektiv vyuzili mikrocastice kurkuminu a enkapsulovali je do Zzelatiny,
rozpustnost kurkuminu se tak zvysila témét 39krat [21].
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2.2. Dextran

Dextran poprvé izoloval Louis Pasteur uz v roce 1861, kdyz studoval pivod jeho pfitomnosti
ve viné. Dextran puisobi jako nezaddouci kontaminant nejen ve ving, ale i v mnoha jinych
potravinaiskych vyrobcich, které obsahuji cukr, a tudiz jej mizeme nalézt 1 v prumyslu
zpracovavajicim ¢i vyrabé&jicim cukr. Pasteur experimentem s vinem potvrdil, Ze dextran ma
mikrobialni pivod. Muze se vyskytnou prakticky kdekoliv, kde se nachdzi sachardza, ktera
je pro bakterie jeho prekurzorem. Nazev dextranu vymyslel a poprvé pouzil némecky chemik
Carl Wilhelm Bernhard Scheibler v roce 1874. Zjistil, ze dextran patii mezi uhlovodiky
a sestavil i empiricky vzorec (CsH100g). Scheiblerovym pfedmétem studia bylo ziskavani cukru
z cukrové tepy, konkrétné zkoumal houstnuti §tav cukrové fepy a cukrové titiny, které
je ovliviiovano pravé piitomnosti dextranu v téchto §t'avach. V roce 1878 francouzsky botanik
Philippe van Thiegem, ktery pracoval v Pasteurové laboratofi, identifikoval bakterii
syntetizujici dextran v cukernych §t'avach a pojmenoval ji Leuconostoc mesenteroides [22].

2.2.1. Struktura a zakladni vlastnosti dextranu

Dextran patii do skupiny neutralnich polysacharida. Hlavni fetézec polymeru je slozeny
pievazné z D-glukozovych jednotek spojenych a-(1,6)-glykosidickou vazbou. Dextran se fadi
do skupiny a-glukanti, kde patii napiiklad i glykogen a Skrob. Tyto a-(1,6) vazby mohou tvofit
50-97 % vsech vazeb v molekule. V zavislosti na produkénim procesu, nebo organismu
se vruznych cetnostech objevuji vedlejsi fetézce spojené o-(1,2), o-(1,3) nebo a-(1,4)-
glykosidickymi vazbami. Cetnost vedlejsich fetézcii a jejich vétveni ovliviiuje molekulovou
hmotnost vysledné molekuly, ktera mize nabyvat hodnot od 5 az do 500 kDa [23].
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Obr. 5: Zdkladni retézec dextranu spojeny a-(1,6)-glykosidickymi vazbami se zndzornénymi bocnimi
Fetézci spojenych a-(1,4), a-(1,3) a a-(1,2) vazbami [23].
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Dextran je fyziologicky neSkodny biopolymer diky jeho vysoké molekulové hmotnosti,
biokompatibilit¢, biologické rozlozitelnosti a neantigennim vlastnostem [24]. Vlastnosti
dextranu jsou zavislé na zpusobu jeho vzniku a mohou se podle producenta nebo zptisobu
vyroby lisit. Zalezi také na specifickém typu dextransacharazy. Dextran miize mit v zavislosti
na producentovi rozdilnou strukturu molekuly, s tou souvisi i rozdilna molekulova hmotnost,
rozpustnost a viskozita. Tyto modifikace jsou zpuisobeny riznymi stupni vétveni a Cetnosti
vyskytu boénich fetézcl spojenych o-(1,2), a-(1,3) a a-(1,4)-glykosidovymi vazbami. Bo¢ni
fetézce se navic mohou vazat pod riznymi uhly. Zavisla na struktufe je 1 jeho rozpustnost
ve vodé, nékteré typy nejsou vitbec rozpustné ve vodnych roztocich, nékteré maji velmi Spatnou
rozpustnost, ktera se pohybuje okolo 30 mg/ml vody [23]. Rozpustnost dextranu ve smési
ethanolu s vodou zavisi na molekulové hmotnosti. Tato zavislost je znazornéna na Obr. 6.
V dimethylsulfoxidu, glycerolu, ethylenglykolu a formamidu je dobfe rozpustny, nerozpustny
je v acetonu a alkoholech [25].
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Obr. 6: Rozpustnost dextranu ve smési ethanolu s vodou V zavislosti na jeho molekulové hmotnosti,

mnozstvi ethanolu je vyjadreno v hmotnostnich % [25].

Dextran o nizSich molekulovych hmotnostech obsahuje daleko méné bocnich fetézci
arozvétveni a uzsi rozsah distribuce molekulové hmotnosti, zatimco dextrany s molekulovou
hmotnosti piesahujici 10 000 Da jsou velmi vétvené. Se zvysujici se Mw dosahuje molekula
dextranu vétsi symetrie. Ty s Mw nizsi nez 2 000 Da jsou spiSe linearniho charakteru, dextrany
s molekulovou hmotnosti od 2 000 do 10 000 Da se formuji do tvaru spiraly, potazmo civky.
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Tvar molekuly vedle molekulové hmotnosti zavisi i na zvoleném rozpoustédle a na koncentraci
dextranu v tomto rozpousStédle [24]. Pii zvySujici se teploté vodného roztoku dextranu
0d 20 do 40 °C dochazi k vytvofeni theta podminek mezi rozpoustédlem a biopolymerem.
Po dalsim zahfivani dochazi ke snizeni interakci mezi segmenty biopolymeru s molekulami
rozpoustédla, polymer zaujima méné expandovanou konformaci v roztoku. Smr$tovani
spiralové struktury dextranu je zptisobeno pravdépodobné snizenim interakci vodikovych vazeb
v molekule [23].

Studie zabyvajici se chemickou stabilitou dextranu pro klinické pouziti prokéazala, Ze dextran
ma velmi dobrou stabilitu v roztoku. Sterilizované vodné roztoky dextranu v rozmezi pH
0d 4,5 do 7 byly skladovany po dobu nékolika let pii teploté¢ od 4 do 40 °C. Vyrazné zmény
ve struktufe dextranu nebyly zaznamendny i kdyz byly roztoky vystaveny ndro¢nym
podminkam. Roztoky byly naptiklad vystaveny opakujicim se cykliim zmrazeni a rozmrazeni
beze zmén v distribuci molekulové hmotnosti nebo pH [25].

Dextran ma pouze hydroxylové funkéni skupiny na rozdil od jinych polysacharidi jako
je napiiklad chitosan, alginat nebo kyselina hyaluronova. Jeho reaktivitu a mozné modifikace
umoznuji hlavné tyto sekundarni hydroxylové skupiny, které jsou ekvatoridln¢ orientované.
Oznacuji se HO-2, HO-3 a HO-4. Primarni hydroxylové skupiny ptedstavuji asi 1,5 % z celé
molekuly. Cetnost primarnich hydroxylovych skupin je opét ovlivnéna molekulovou hmotnosti
dextranu a zvysuje se diky neredukujicim koncovym skupinam. Nejvyssi reaktivitu vykazuji
hydroxylové skupiny HO-2, které se nejvice uplatiuji pti alkylaci dextranu. Reaktivita této
skupiny je vysvétlena tim, ze funk¢ni skupina HO-2 je oproti ostatnim skupinam blize
k anomernimu uhliku a ma tak vyssi kyselost. Stejn¢ tak probiha i sulfonace. Derivatizace
hydroxylovych skupin methylaci, nebo castecnou oxidaci kruhti a jejich degradaci nam
umoznuje zjistit vic informaci o struktute dextranu [25].

Vodné roztoky dextranu pouzivané v medicinskych aplikacich obvykle mivaji molekulovou
v rozmezi 40 000-70 000 Da, popiipadé az 100 000 Da. Tyto roztoky maji vysokou odolnost
vici teploté pouzivané pii sterilizaci a zaroven maji, jak jiz bylo zminéno, dobré skladovaci
vlastnosti. Dextran s molekulovou hmotnosti 40 000 Da zlepSuje prutok krve a zabranuje
agregaci cervenych krvinek. Hypersensitivni reakce vyvolana timto dextranem muize byt
minimalizovana piredbéznym aplikovanim injekce s dextranem o niz§i molekulové hmotnosti,
obvykle 1 000 Da, jako takovy hapten [23]. Dextran pohybujici se s molekulovou hmotnosti
od 40 000 do 100 000 Da se oznacuje jako klinicky dextran. Klinicky dextran se ¢asto pouziva
jako nahrada krevni plazmy. U tohoto vyuziti je dulezité znat souvislost osmotického tlaku
vodného roztoku dextranu a jeho molekulové hmotnosti. Dextran s My nad 100 000 Da, uz neni
z medicinského hlediska pfili§ pouZitelny, protoze vzhledem k vysoké molekulové hmotnosti
se méni jeho vlastnosti a tato zména neni v téchto aplikacich akceptovatelnd. Na nasledujicim
Obr. 7 je znazornéné srovnani osmotického tlaku dextranu v porovnani s albuminem, tvoficim
60 % vsech bilkovin v krevni plazmé. Graf ukazuje, ze pti vyssich koncentracich dextranu,
¢ialbuminu v roztoku se zvySuje osmoticky tlak vlivem vysSich interakci molekuly
s rozpoustédlem [25].
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V lidském téle se dextran odbourdva enzymy dextrandzami, které se nachazeji v ledvinéch,
plicich, sleziné a ve stievech. Dextran s molekulovou hmotnosti kolem 40 000 Da je biologicky
degradovan na izomaltozu. Vysoky stupenn substituce ¢ini dextran enzymaticky
nerozlozitelnym a degradace zavisi na sile vazby konjugovanych skupin. Navdzané esterové
skupiny mohou byt ve fyziologickém prostiedi hydrolyzovany, pokud nejsou piili§ stericky
chranény. Degradace dextranu v organismu je velmi dilezita pro jeho pouziti ve farmacii nebo
Vv potravinovych vyrobcich, které jej obsahuji [23]. Mnoho druhti hub, napiiklad rody
Aspergillus, Fusarium a Penicillium produkuji endodextranazy. Tyto enzymy se zaméfuji
hlavné na a-(1,6) vazby a rozkladaji dextran na izomaltézy nebo izomaltotriozy. Dextranazy
produkované houbami Chaetomium gracile a Penicillium se vyuzivaji komeréné a jsou
pouzivané pro odstranéni dextranové kontaminace pii vyrobé cukru. Endodextranazy se mohou
také pouzivat pro enzymatickou produkci dextranu o specifické molekulové hmotnosti [22].
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Obr. 7: Zavislost osmotického tlaku v mmH.O na hmotnostni koncentraci dextranu a albuminu ve
vodném roztoku. Dextran ma M, 40 kDa a 70 kDa [25].

2.2.2. Biosyntéza a vyroba dextranu

Dextran je produkovan extracelularné pomoci bakteriemi sekretovanych enzymi obecné
nazyvanych glukansacharazy, nebo vice specificky oznaovanych jako dextransacharazy. Tyto
enzymy spadaji do skupiny glykosyltransferaz, které katalyzuji pfenos D-glukopyranosylovych
podjednotek ze sacharozy na dextran. RozloZenim sachardzy se uvolni fruktoza, ktera slouzi
jako zdroj energie pro bakterie. K této reakci neni potfebné ATP nebo jiné kofaktory, enzymy
vyuzivaji energii uloZenou v glykosidické vazbé mezi glukdézou a fruktdézou. Syntéza
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glukansacharaz u kmene Leuconostoc mesenteroides je indukovana pouze v pfitomnosti
sachardzy, zatimco rody Streptococcus produkuji tyto enzymy trvale. Produkce
dextransacharaz mtze byt u rodu L. mesenteroides ovlivnéna pomoci genetickych uprav
bakterii [22].

Dextran se primyslové vyrabi pomoci mikroorganismu, které jako prekurzor dextranu
zpracovavaji sacharozu. Jeden enzym miuze katalyzovat syntézu az nckolika typi vazeb,
coz mize vést K riznym stupiniim vétveni. Dextran produkuji bakterie z fadu Lactobacillales.
Nejcastéji pouzivanymi kmeny bakterii pro fermentaci dextranu jsou Leuconostoc
mesenteroides s oznacenim NRRL B-512F a Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299. Prvni
jmenovany kmen, tedy NRRL B-512F, poskytuje dextran s 95 % a-(1,6)-glykosidickych vazeb
a5 % a-(1,3) vazeb. Druhy jmenovany kmen poskytuje dextran s 63 % a-(1,6)-glykosidickych
vazeb, 27 % a-(1,2) vazeb a 8 % o-(1,3) vazeb. Slozeni dextranu vzdy zalezi na pouzitém
mikroorganismu, od kterého se odvijeji i vysledné fyzikalni a chemické vlastnosti [23]. Dextran
mohou produkovat i nékteré druhy bakterii Streptococcus, které se vyskytuji i v ustni dutiné
a dextran tak produkuji jako souast zubniho plaku. L. mesenteroides se vétsinou nachazi
na rostlinnych materialech, zejména na zralych nebo sklizenych plodinach a ¢asto hraje roli
pti znehodnocovani plodin. Jelikoz je, jak jiz bylo zminéno, sacharéza ptirodnim substratem
pro syntézu dextranu, mize u potravin obsahujicich sachar6zu dochdzet ke kontaminaci
dextranem [22].

Komeréni produkce dextranu se provadi hlavné péstovanim kultur bakterie Leuconostoc
mesenteroides v médiu obsahujicim sacharézu, organicky zdroj dusiku napiiklad ve formé
peptonu, ristové faktory, stopové mnozstvi uréitych minerali a fosfat. Fermentace probiha
anaerobné, jelikoz je L. mesenteroides fakultativné anaerobni, popiipadé¢ mikroaerofilni
bakterie. Dalsi podminky fermentace zahrnuji ur¢itou hodnotu pH, ktera by se méla pohybovat
od 6,7 do 7,2 a pocatecni koncentrace sacharozy je 2 %. Fermentace probiha pii 25°C po dobu
24-48 hodin. Béhem prvnich 20 hodin fermentace klesa pH substratu na hodnotu 5 vlivem
vznikajicich organickych kyselin. Vétveni dextranu muze byt podpofeno zvysenim teploty
média. Dextran je extracelularni produkt. Po probéhnuté fermentaci se z média odstrani
bunééné zbytky a vznikly produkt je z média extrahovan alkoholovym sraZzenim a nasledné
je purifikovan opakovanym procesem rozpusténim ve vod¢ a opét vysrazenim alkoholem [26].

Dextran muze byt také produkovan enzymaticky bez nutnosti pouziti zivych bunék.
Biosyntézu dextranu katalyzuje enzym dextransachardza. Tento zplisob umoZiiuje syntézu
dextranu za lépe kontrolovatelnych, konstantnich podminek a poskytuje CistSi produkt.
Fermentace probiha pti 23°C, koncentrace sacharozy je udrzovana v rozmezi 0,5-1,0 %, ¢imz
se zvySuje aktivita dextransacharazy. Enzymaticka syntéza je vyhodnd i diky tomu, Ze je 1épe
kontrolovatelné vyslednd molekulova hmotnost a 1épe se sleduje 1 kvalita vysledného produktu
a vedlejSim produktem je fruktdoza. Nicméné enzymatickd metoda neni tak rozSifena
pro komer¢ni vyrobu vzhledem k ekonomickym diivodiim [26].

2.2.3. Vyuziti dextranu
Dextran, castecné degradovany dextran a jeho derivaty maji dilezité komeréni vyuZiti.
Dextrany s relativné nizkou molekulovou hmotnosti jsou komeréné produkovany pro uziti jako
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terapeutické Cinidlo pti nahrad¢ krve po masivnim krvaceni. Jeden gram dextranu dokaze
v krevnim ob¢hu vazat az 20 ml vody. Molekulova hmotnost dextranu pouZzivaného jako
expandér krevni plazmy se pohybuje od 40 000 do 100 000 Da, oznacuje se jako klinicky
dextran. Dextran produkovany bakteriemi L. mesenteroides B-512F ma nizkou antigenicitu,
vybornou rozpustnost ve vodé a dobrou biologickou stabilitu v krevnim fecisti. Diky témto
vlastnostem je vhodny pro pouziti ve farmacii, medicin€ a v potravinafstvi. Dextran o vyssich
molekulovych hmotnostech anebo s vétsim mnozstvim vazeb jinych, nez jsou a-(1,6) vazby
muze zpusobovat alergické reakce jejichz vyskyt omezuje rutinni dextranu jako nahrady krevni
plazmy. Dextrany nachézeji uplatnéni i Vv mikrochirurgii, kde se pouzivaji pro jejich
antitromboticky efekt. Parenterdln¢ poddvany dextran Spoleéné se Zzelezem se vyuziva
pro rychlou 1é¢bu krevni anémie z nedostatku zeleza. Dextran s navazanym siranovymi estery
vykazuje antikoagulacni vlastnosti a muze byt potencialni inhibitor ribonukledz. Dalsi
vlastnosti, ktera stoji za zminku je jeho antivirova aktivita, pfedev§im pak proti viru lidské
imunitni nedostate¢nosti (HIV), v nékterych zemich se pouziva i pii 1é€bé arteriosklerdzy.
Z enviromentalniho hlediska ptedstavuji velky vyznam merkaptodextrany, které jsou schopné
vazat t€zké kovy ve vodnim prostiedi a mohou tak slouzit pfi ¢isténi odpadnich vod od rtuti,
stiibra, médi a dalSich tézkych kovii. Merkaptodextran muize byt pouzit i jako 1é¢ivo na otravu
tézkymi kovy [27].

Diky biokompatibilité, hydratacnim schopnostem a vysoké stabilité se Casto dextran vyuziva
I v kosmetice a dal$ich pfipravcich pecujicich o kuzi a zrak. V Evropské unii a v USA neni jeho
pfimé ptidavani do potravin povoleno, ale v jinych zemich, naptiklad v Japonsku, se pouziva
V potravinafstvi jako stabilizator a pojivo. Dale je pridavan do cukratskych vyrobk, ve kterych
zadrzuje vlhkost, inhibuje krystalizaci cukru a zvysuje viskozitu. Do zelé a gumovych bonboni
je pfidavan jako Zzelirujici latka. V Evropé se muze pouzivat pouze producent dextranu
Leuconostoc mesenteroides, a to pii vyrobé fermentovanych vyrobku [24].

Nejruzngjsi esterové a etherové derivaty dextranu s rozdilnymi vlastnostmi a negativnim,
pozitivnim nebo neutrdlnim nabojem maji velmi Siroké uplatnéni. Asi nejzndméjsi a nejvice
pouzivany derivat dextranu je oznacovany jako Sephadex®, jehoZ nazev je odvozen ze slov
SEparation PHArmacia DEXtran. Ten se zacal komeréné vyrabét uz v roce 1959 firmou
Pharmacia Fine Chemicals. Sephadex je gel, ktery vznika reakci alkalického roztoku dextranu
spole¢né s epichlorhydrinem. Je pouzivany jako molekulové sito slouzici k separaci a purifikaci
nejriznéjSich  biologickych makromolekul jako jsou nukleové kyseliny, proteiny
a polysacharidy. Dalsi mozné vyuziti dextrand je v nejriznéjSich emulznich a filmotvornych
smésich, ve vysoce viskdznich gumach, ve vybusninéch, pti vyrobé papiru, v petrochemickém
prumyslu a t€zb¢é ropy [24].

2.2.4. DEAE-dextran

DEAE-dextran je jednim z pouZivanych derivati dextranu. Zkratka DEAE oznacuje cely nazev
diethylaminoethyl-dextran. Komer¢né¢ se vyrabi reakci dextranu s N-(2-chlorethyl)-N,N-
diethylamoniumchloridem v alkalickém prostfedi. Touto reakci vznika z dextranu polykation
obsahujici tfi rizné aminoskupiny. Jedna z téchto aminoskupin je kvartérni a zbylé dvé jsou
terciarni aminoskupiny. Aminoskupiny se 1i§i hodnotou disocia¢ni konstanty. Hodnota pKa
kvartérni aminoskupiny se pohybuje kolem ¢isla 14 a disociuje tak pii vSech hodnotach pH.
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Zatimco terciarni aminoskupiny dosahuji hodnot disocia¢nich konstant pKa 5,5 a 9,2. Pokud
DEAE-dextran obsahuje 3,2 % dusiku, potom vychazi na tfi gluk6zové jednotky jedna nabita
aminoskupina. DEAE-dextran je ve vodném roztoku pti pH pohybujicim se v rozmezi 4-14
a pii laboratorni teploté stabilni. Pokud se v praskové podobé skladuje v chladu je dobte stabilni
[28].
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Obr. 8: Struktura DEAE-dextranu. Na obrdzku jsou zndzornény i dvé tercidrni aminoskupiny a jedna
kvartérni [29].

2.3. Kyselina hyaluronova

Karl Meyer a John Palmer vroce 1934 popsali doposud neprostudovanou strukturu
polysacharidu s velmi vysokou molekulovou hmotnosti, kterou izolovali ze sklivce hovéziho
dobytka. Tuto nové objevenou strukturu poté nazvali kyselinou hyaluronovou [30]. V té dobé
byly polysacharidy, pifedstavujici jednu z hlavnich slozek organického materidlu, dobie
prostudované a kyselina hyaluronova byla zafazena do skupiny polysacharidii nazyvanych
mukopolysacharidy, které jsou dnes znamé jako glykosaminoglykany [31].

2.3.1. Struktura a vlastnosti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova (HA) je Vvorganismu obsazena v extracelularni —matrix.
Je to vysokomolekularni glykosaminoglykan, ktery se skladd z disacharidovych jednotek
kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu. Stavebni jednotky jsou spojené
stiidajicimi se vazbami B-(1,4) a B-(1,3). Kyselina hyaluronova mize v molekule obsahovat vic
nez 10 000 opakujicich se disacharidovych jednotek. Energeticky je cela struktura velmi
stabilni. Glukuronové jednotky nesou za disociovaného stavu zaporny naboj. Zaporny naboj
je poté kompenzovan kladné nabitymi kationty, napiiklad draselnymi kationty K* nebo
sodnymi kationty Na*. Kyselina hyaluronova ve formé sodnych ¢&i jinych soli je nazyvana
hyaluronan [30]. Ve fyziologickém roztoku je struktura hyaluronanu zpevnéna kombinaci
chemického slozeni disacharidu, vnitinimi vodikovymi vazbami a interakcemi molekuly
s rozpoustédlem. Axialni vodikové atomy tvoii nepolarni ¢ast molekuly a ekvatoridlni bo¢ni
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fetézce tvofi vice polarni hydrofilni ¢ast, coz zplsobuje uspotadani celé struktury do tzv.
nahodného klubka, anglicky random coil. Tuto strukturu mizete vidét na Obr. 10. Hyaluronan
je tedy amfifilni molekulou, protoze obsahuje hydrofobni i hydrofilni ¢ast [32].
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Obr. 9: Struktura kyseliny hyaluronové slozené z disacharidovych jednotek kyseliny D-glukuronové a
N-acetyl-D-glukosaminu spojené p-(1,3) a p-(1,4) glykosidickou vazbou [33].

Molekulovd hmotnost hyaluronanu se Casto muze liSit v zavislosti na délce fetézcu.
Hyaluronan proto rozdélujeme na vysokomolekuldrni a nizkomolekuldrni. Molekulova
hmotnost se muze vzhledem k vysokému poctu disacharidovych jednotek vySplhat
azna4 MDa. Primérna délka jedné disacharidové jednotky je méné nez 1 nm, molekula
hyaluronanu obsahujici 10 000 téchto opakujicich se jednotek mize dosahovat délky az 10 pm.
Tato velikost je srovnatelna s velikosti lidské ¢ervené krvinky [32].
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Obr. 10: 3D Model struktury kyseliny hyaluronové ve vodném roztoku. Modré c¢asti znazornuji hydrofilni
oblasti a cervené predstavuji hydrofobni oblasti [34].
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Hydrofilni ¢ast molekuly hyaluronanu hraje hlavni roli ve vazani vody vic, nez tomu tak
je u ostatnich biopolymerd. Zptsobuje to velké mnozstvi -OH skupin nachazejicich
se v molekule. Ve vodném roztoku se vytvareji vodikové miustky mezi karboxylovymi
skupinami, aminoskupinami a molekulami vody. Tyto vodikové mistky maji hraji vyznamnou
roli ve stabilizovani struktury hyaluronanu. Diky vybornym fyzikalnim a biochemickym
vlastnostem ma hyaluronan vyznamnou roli ve fyziologickych procesech. Jeho funkci je chranit
a zvlh¢ovat jemné tkané, ve kterych zadrzuje vysoké mnozstvi vody, coz mu umoznuji jeho
viskoelastické vlastnosti. Zapojuje se i v procesech bunééné diferenciace a proliferace. Uvnitf
bunky se podili na transportu zivin a reguluje distribuci proteind [35].

2.3.2. Biosyntéza a vyroba hyaluronanu, degradace

Prevaznd vétSina glykosaminoglykant je na rozdil od HA produkovana v Golgiho aparatu.
Ta je biologicky syntetizovana tiidou membranové vazanych proteinit zvanych hyaluronan
syntazy. Obratlovci maji hned tfi typy téchto enzym: HAS1, HAS2 a HAS3. Hyaluronan
syntazy produkuji dlouhé, linedrni polymery hyaluronanu stfidavym spojovanim jednotek
kyseliny glukuronové a N-acetyl-glukosaminu za pomoci aktivovanych nukleotidovych
sacharidi: UDP-glukuronové kyseliny a UDP-N-acetylglukosaminu jako substratt [32].

Hyaluronan je mozné extrahovat ze tkéni obratlovcl anebo z bakterii, které¢ hyaluronan
vytvareji v ramci ochranné kapsuly z polysacharidii pomoci mikrobialni fermentace. Extrakce
1 bakteridlni fermentace produkuji vysokomolekuldrni hyaluronan, ktery se vyuZziva hlavné
v biomedicinskych a kosmetickych aplikacich. Pro extrakci hyaluronanu byly nejcastéji
pouzivany hiebinky kohoutt a slepic. Proces extrakce zahrnuje homogenizaci tkani, nasleduje
samotnd extrakce, a nakonec purifikace a Giprava kyseliny hyaluronové. Kone¢ny produkt miize
byt nasledné ve formé granuli, prasku, nebo roztoku [31]. Od 80. let 20. stoleti se produkce
kyseliny hyaluronové zaméiuje na vyvoj fermenta¢nich metod pomoci bakterii, coz vedlo
K vyvinu rozmanitych technologii. K vyrobé se pouzivaji gram-pozitivni bakterie, protoze
pravé ty produkuji ochranny obal z polysacharidi. Na fermentaéni produkci je kladeny velky
narok hlavné z hlediska cistoty vysledného produktu, protoZze pouzivané bakterie jsou
pro ¢lovéka patogenni. Produkujici bakterie jsou vybirany tak, aby pokud mozno nevykazovaly
Zadnou patogenitu a hemolytickou aktivitu, mély by byt schopné syntetizovat hyaluronan
v kratkém case, pii skladovani by mély byt stabilni a vyznacovaly se co nejvyssi ucinnosti
pfemény substratu na produkt, tedy kyselinu hyaluronovou. Nej¢astéji se vyuZzivaji bakterie
rodu Streptococcus, které jsou geneticky upravené. Genetickou upravou se bakterie
transformuje na nepatogenni. Proces bakteridlni fermentace se skldda z kultivace bakterii
pfi vhodnych podminkach a nasledného vytvafeni produktu v zivném médiu. Nasleduje
odstranéni mikroorganizmli a nizkomolekularnich produkti pomoci ultrafiltrace nebo
precipitace. Purifikaci vznika produkt ve formé prasku nebo 1% roztoku [36].

Kyselina hyaluronové je u savci degradovana ttemi riznymi typy enzymu: hyaluroniddzami,
-D-glukuronidazami a 3-N-acetyl-hexosaminidazami. Tyto enzymy se nachazeji po celém téle
Vv riznych formach, intraceluldrné a v séru. Hyaluroniddzy obecné §tépi vysokomolekularni HA
na mens$i oligosacharidy, zatimco B-D-glukuronidazy a p-N-acetyl-hexosaminidazy dale
degraduji oligosacharidové fragmenty odstranénim neredukujicich koncti. Degradaéni
produkty hyaluronanu, konkrétné oligosacharidy a jeho formy o velmi nizké molekuldrni
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hmotnosti vykazuji pro-angiogenni vlastnosti. Hyaluronidaza katalyzujici hydrolyzu HA, ktera
je hlavni soucasti intersticialni tekutiny, tak snizuje viskozitu této tekutiny a tim zvySuje
tkanovou permeabilitu. Tohoto mechanismu je vyuzivano ve spojeni s lé¢ivymi latkami
K urychleni jejich disperze a doruceni do mista jejich ucinku [32].

2.3.3. Vyuziti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je diky svym vybornym viskéznim, hygroskopickym a elastickym
vlastnostem vyuzivdna v biochemickych a biomedicinskych aplikacich. Jeji hlavni pfednosti
jsou biokompatibilita a biodegradabilita. Vyskytuje se pfirozené ve tkanich obratlovcd,
v kloubech, v synovialni tekuting, o¢nich sklivcich a v pupe¢ni $itife. VSichni obratlovei maji
HA jako hlavni slozku extracelularni matrix. Nejvétsi podil kyseliny hyaluronové je v dermis
a Vv epidermis. Diky schopnosti vazat velké mnozstvi vody, zajistuje stdlou hydrataci kize,

-----

Kli¢ovou makromolekulou je HA v oftalmologii. Jeji pfipravky slouZi k ochranég citlivych
oc¢nich tkédni a poskytuji vypln pii chirurgickych operacich o¢i. Hlavni vyuziti je jako nédhrada
o¢ni tekutiny sklivce, ztracené pii operacich Sedého zékalu nebo pii implantaci Cocek.
V oftalmologii se pouziva i ve smési s chondroitin sulfatem. Dale se pouziva i v oboru
ortopedie a revmatologie, kde slouzi k viskosuplementaci (dodani viskozni latky) kloubii
poskozenych artritidou. Molekulova hmotnost HA v synovialni tekutin€ se u zdravého ¢lovéka
pohybuje od 2 do 7 MDa, v tomto rozmezi se pohybuje i Mw vétSiny piipravkd obsahujicich
HA pro viskosuplementaci. Vyuziti nachazi i v otorhinolaryngologii, a to hlavné pti 1é¢bé
poskozenych hlasivek, kde se uplatiiuje hlavné chemicky, enzymaticky a mechanicky
zesitovana. Lehce zesitovana HA se pouziva i v dermatologii a plastické chirurgii pro vyplnéni
obli¢ejovych vrasek a 1écbu jizev. Ve srovnani s piipravky na bazi kolagenu jsou HA ptipravky
v kosmetickych tpravach efektivngjsi. Na rozdil od kolagennich vyplni jsou ty s HA velmi
pruzné a déle trvajici. Pfipravky s vysokomolekularni HA slouzi k topické aplikaci a podporuji
hojeni koznich ran, stejn¢ tak i kieCovych zil a chronickych ran. V kombinaci
s dexpanthenolem je uzivana jako zvlhcujici a klizi opravujici piipravek a diky antioxida¢nim
obsaZené ve struktufe kyseliny hyaluronové se pouZivaji pro vytvofeni zesitovaného hydrogelu
k zachyceni molekul DNA a v systémech nosi¢i 1é¢iv. Léciva mohou byt na HA piimo
navazana nebo se vyuziva procesu mikroenkapsulace. HA mikrosféry jsou také pouZzivané
pro pienos plazmidi DNA a monoklonalnich protilatek v genovém inzenyrstvi [38].

2.4. Hydrogely

Hydrogely jsou obecné polymerni sité, zaujimajici 3D strukturu, s hydrofilni povahou, ktera
Jim umoziuje vazat velké mnozstvi vody a dalSich biologickych tekutin. Hydrogely byly prvni
biomateridly vytvorené pro pouziti v lidském téle. Zéklad hydrogeli mohou tvofit
homopolymery i kopolymery. Tradicnimi metodami pro pfipravu geli jsou zesit'ujici
kopolymerizace, zesitovani pomoci reaktivnich polymernich prekurzorti, nebo zesitovani
reakci polymer-polymer. Hydrogely rozdélujeme podle typu vazeb na fyzikalni a chemické.
V gelu se vSak mohou vyskytovat oba druhy vazeb. Diky fyzikdlnimu ¢i chemickému
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zesitovani jsou odolné vici rozpousténi ve vodnych roztocich. Hydrogely se vytvareji
procesem zvanym gelace [39]. Jina definice oznacuje hydrogely jako polymerni sit’ sloZenou
zve vodé rozpustnych polymerti zesitovanou do formy nerozpustné ve vode€. Mnozstvi
zadrzené vody v polymerni matrici byva nejméné 20 % a mize dosahnout az 99 % hmotnosti
celého hydrogelu. Hydrogely obsahujici vice nez 95 % vody jsou oznacovany jako
superabsorbenty. Diky schopnosti zadrzovat vysoké mnozstvi vody a fyzikalné-chemické
podobnosti s extracelularni matrix, jak kompozi¢né, tak mechanicky, jsou vysoce
biokompatibilni. Hydrogely mohou byt rozdéleny do skupin podle mnohych kritérii. Mozné
déleni uvadi nasledujici tabulka [40].

Tabulka 3: Zdkladni mozné rozdeéleni hydrogelii [40].

Fyzikalni struktura
amorfni ‘ semikrystalicka ‘ vodikov¢ vazana ‘ supramolekuldrni
Elektricky naboj
neutralni ‘ s ndbojem
Typ zesitovani
fyzikalni ‘ chemické
Odpovéd’ na vnéjsi podnét
reagujici ‘ nereagujici
Pivod
syntetické ‘ ptirodni

Vyzkum hydrogelt zapocal uz v 60. letech 20. stoleti vydanim studie Ottou Wichterlem
zabyvajici se poly(2-hydroxyethyl methakrylatem). Od této doby se vyuziti hydrogeld
neskute¢né zvysilo. Bylo vyvinuto nepieberné mnozstvi riiznych technik syntézy a piipravy
hydrogeltt [40]. Pro dosaZzeni hydrogeli s pfedem stanovenymi a dobie definovatelnymi
fyzikaln&-chemickymi parametry a profily uvoliiovani, hraje zasadni roli syntéza polymerni sité
a jeji chemické zaklady, zahrnujici kvantitativni a modelové vlastnosti materialii, interakéni
parametry, kinetiku rozpadu a uvolilovani obsazenych latek a transportni jevy. Vysoka afinita
hydrogeli vi¢i vodé je dana pritomnosti hydrofilnich funkénich skupin obsazenych
Vv polymerech tvoficich hydrogel jako jsou naptiklad -OH, -CONH-—, —-CONH>— a —-SO3H [41].

Jak uZ bylo zminéno, obsah vody hraje dileZitou roli pii ur¢ovani celkové charakteristiky
polymerni sité¢. Hydrofilni hydrogely s velkym mnoZstvim vody ve svych strukturach vykazuji
vyrazn€ odliSné vlastnosti ve srovnani s hydrofobnimi polymernimi sitémi. Kromé& toho
se hydrogely mohou pfipravovat pfi vyrazn¢ mirngjsSich podminkach, za laboratorni teploty
a bez nutného pouziti organickych rozpoustédel [41].
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Obr. 11: Zndzorneni fyzikalni gelace rizené hydrofobnimi interakcemi pri zvyseni teploty [42].

Ptednosti pfirodnich polymeri je to, Ze nejsou toxické, jsou biodegradabilni,
biokompatibilni, dostupné a pomérné levné. Nicméné hydrogely zaloZené na téchto ptirodnich
polymerech maji slabé mechanické vlastnosti. Hydrogely zalozené na syntetickych
biopolymerech maji naopak dobré mechanické vlastnosti, ale jsou drahé a biologicky
nerozlozitelné. Pro ziskani hydrogeld s vyvazenymi vlastnostmi se ¢asto pouziva kombinace
ptirodnich polymert s biokompatibilnimi syntetickymi polymery. Tento zptsob kombinace
umoznuje navySeni mnozstvi navazané¢ho léCiva do cilové oblasti nebo tkdné¢ a nasledné
kontrolované uvolilovani po prodlouzenou dobu. Ve struktufe hydrogelu hraje dilezitou roli
Cetnost vyskytu pord a jejich velikost. Ty velmi ovliviiuji schopnosti hydrogelu vazat
a uvolnovat aktivni latky ve fyziologickych tekutinach in vitro anebo in vivo. Porozita je jednou
ze zakladnich charakteristik hydrogeld. Je zavisla na afinité polymeru s vodou a na zesit'ovani
hydrogelu. Afinita hydrogeli k vodé je =zase =zavislda na poctu hydrofilnich skupin
na polymernim fetézci [43].

2.4.1. Vyuziti hydrogela

Vzhledem ke svym unikatnim vlastnostem jsou hydrogely velmi rozsitené v kosmetice,
biomedicing, zdravotnictvi 1 v potravinarstvi. Hojné zastoupeni maji 1 v tkafiovém inZenyrstvi,
kde se pouZivaji ve formé& scaffoldii. Hydrogelové scaffoldy slouzi jako nosny ¢i opérny
material pro rist a proliferaci bunck. Ve farmaceutickém odvétvi se pouzivaji jako cilené nosice
1é¢iv s kontrolovatelnym uvolfiovanim [44].

V kosmetice je vyuziti hydrogeli v neustalém vyvoji. Nejcastéji slouzi jako nosice
ingredienci a aktivnich sloZek kosmetickych ptipravki a produkti. Tyto gely jsou nejcastéji
ze skupiny polysacharidii. Agarové gely v kosmetice slouzi k udrzeni homogenni stalosti
vyrobku, stabilizuji chemické vlastnosti vyrobku a slouzi jako humektant. Alginatové soli
potom hydratuji a zjemnuji pokozku tim, Ze na jejim povrchu tvoii film a pomahaji
pfi stabilizaci olejové faze. Naplasti a obvazy obsahujici alginat podporuji vlhké hojeni a maji
antibakterialni ucinky. Navic se hydrogely dobie tvaruji a jsou poddajné, coz jim umoziuje
pfizpusobit se povrchu jejich aplikace. Maji 1 velmi dobré adhezivni vlastnosti, diky kterym
se dokazou udrzet na kizi a sliznicich [45].
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2.4.2. Hydrogelové nosice l1éCiv

Hydrogely se ve farmacii osvédcili jako cilené nosice 1éCiv, které mohou mit kontrolovatelné
Ta umoznuje a ovliviluje mnozstvi zaclenéné 1é¢ivé latky do hydrogelové matrice a ma vliv
I na rychlost jejiho uvoliiovani spole¢né s difuznim koeficientem. Studiem vlastnosti téchto
nosi¢li se zabyva farmakokinetika, ktera umozituje navrhovat nosie tak, aby naptiklad
dochazelo k pomalému uvolnéni 1é¢iva a k jeho lokalnimu zakoncentrovani v blizkych tkanich,
nebo je nosi¢ navrzen tak, ze 1é¢ivy pripravek doru¢i az do pozadované tkané ¢i orgénu.
Diulezitym aspektem pii ,,$iti“ nosi¢li na miru je zohlednéni jeho biodegradability hydrolyzou,
enzymaticky, zménou teploty a pH [42]. Nejbéznéjsim modelovym mechanismem uvoliiovani
1é¢iva z hydrogelti je pasivni difuze, kdy molekuly riiznych velikosti a charakteristik mohou
voln¢ pronikat do hydrogelové matrice a zpatky ven. Hydrofilni povaha hydrogeli vsak
mechanismus pasivni difuze velmi ovliviiuje na rozdil od nehydrofilnich polymernich matric.
Z mnohych modelovych studii zamétenych na uvoliiovani aktivni latky z hydrogelové matrice
vyplyva, ze uvoliiovaci mechanismy jsou zavislé na difuzi, nabobtnani hydrogelu
a na chemickych vlastnostech aktivni latky i matrice [41].

Hydrogely maji kromé kladnych vlastnosti i jisté zdporné vlastnosti, které ovliviiuji a omezuji
pouziti pro nosicové systémy. Jednou z té€chto nevyhod je pevnost v tahu. Jeji nizkd hodnota
snizuje schopnosti hydrogelti nést aktivni latky a ma vliv i na pfedéasnou degradaci gelu mimo
jiné 1 tim, Ze dochéazi k odplaveni gelu z mista jeho ucinku. Problém pii navazani vSak
predstavuji hydrofobni aktivni latky, jejichz homogenita a navazané mnozstvi je znacné
ovlivnéno vysokym obsahem vody v matrici hydrogelu. Poérovitost spoleéné s vysokym
obsahem vody muze urychlovat uvoliiovani 1é¢iva, které je neZzddouci. Omezujicim faktorem
pii pouzivani hydrogelti je i jejich aplikac¢ni forma. VétSina hydrogelt je velice viskozni
a nemuze byt tedy aplikovana injekénim zptsobem a vyzaduji tak chirurgického zakroku [41].

Casto se hydrogelové nosi¢e navrhuji tak, aby byla aktivni latka uvoliiovana po aplikovani
vngjsiho stimulu. Tim mize byt aplikace magnetického nebo elektrického pole, zména teploty
prostiedi, iontové sily nebo pH. V hydrogelu dochazi ke zméné v bobtnani, v propustnosti
a v sitove struktuie. Napiiklad pii zmén€ pH dochazi u hydrogeli citlivych na pH ke zméné
disociacni konstanty pKa ¢i pKb. Dojde ke zméné néabojii funkénich skupin a méni
se i elektrostatické odpudivé sily mezi ionizovanymi skupinami, které vedou ke kontrakci
objemu matrice a vznikéd osmoticky tok. Hydrogely citlivé na zmény teploty bobtnaji a smrStuji
se v zavislosti na teploté. MiiZe mé je rozliSit na pozitivni a negativni. Pozitivné teplotné citlivé
hydrogely se oznacuji horni kritickou teplotou rozpustnosti a pod touto teplotou dochazi k jejich
smr$tovani a naslednému uvolnéni obsaZené aktivni latky. Tyto zmény zpiisobuji vodikové
vazby K jejichz rozrusovani dochazi pii zahfati nad kritickou teplotu a gel tak za¢ne bobtnat.
U negativné citlivych hydrogelli se uvadi dolni kritickd teplota rozpustnosti, kdy pod jeji
hodnotou gely bobtnaji a nad jeji hodnotou se gel smrst'uje. Zajimavym nosi¢ovym systémem
jsou hydrogely reagujici na koncentraci glukézy. Ty se pouZivaji pro pfenos inzulinu pro 1é¢bu
diabetu. Oxidaci glukézy za pomoci glukdzaoxidazy vznika kyselina glukonova, ktera snizuje
lokalni pH okolnich tkani a hydrogel zacne bobtnat. Glukdzaoxidaza je spolecné s inzulinem
navazana v hydrogelovém nosici [44].
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2.5. Tenzidy

Tenzidy, jinym ndzvem oznacované jako povrchové aktivni latky ¢i surfaktanty, jsou organické
latky se schopnosti samovolné se hromadit na fdzovém rozhrani, ¢imz snizuji mezifazovou
energii celé soustavy. Jejich molekula je typicka pro svou polarni a nepolarni Cast, jinak
nazyvanou jako amfipatickd molekula. Ta se tedy skladd z objemné nepolarni — hydrofobni
¢asti a z velmi polarni — ionizované hydrofilni ¢asti. Nepolarni ¢asti se na fazovém rozhrani
orientuji do nepolarni faze a polarni ¢asti smétuji do polarni faze [46].

T

vyrazné nepolarni ¢ast molekuly  vyrazné polarni &ast molekuly

Obr. 12: Zjednodusena struktura tenzidii [46].

Tenzidy délime podle polarni ¢asti na iontové a neiontové, popt. ionogenni a neionogenni.
Iontové tenzidy muzeme dale délit na kationtové a aniontové nebo amfoterni. Aniontové
povrchové aktivni latky predstavuji nejpocetnéjsi skupinu tenzidi. Nejznaméj$imi zastupci jsou
soli vysSich mastnych kyselin s délkou fetézce obvykle C12— Cis, coz jsou ndm znama mydla.
Ke kationtovym tenzidiim se fadi kvartérni amoniové soli, jinak téZ invertni mydla. Maji
mikrobicidni a avivazni cinek, ktery zajistuje antistatickou Upravu syntetickych textilii
po vyprani. Amfoterni tenzidy obsahuji v polarni ¢asti kladny i zdporny naboj. Jako piirozené
se vyskytujici latky mezi né€ patii rozpustné proteiny, fosfatidylseriny, sfingomyeliny
a fosfatidylcholiny. Mezi neiontové tenzidy patii naptiklad estery ¢i ethery polyethylenglykolu,
vyssi alkoholy, monoacylglyceroly a rostlinné saponiny [46].

2.5.1. Dodecylsiran sodny

Dodecylsiran sodny je také oznacovan zkratkou SDS, z anglického nazvu Sodium dodecyl
sulfate. Patti do skupiny aniontovych povrchové aktivnich latek. Z chemického hlediska
se jedna o sodnou siil organosulfatu. Hydrofilni Cast tvofi zdporné nabitd siranova skupina
a hydrofobni konec je sloZzeny z 12 uhliki. BéZné se pouziva v biochemickych laboratotich pfi
elektroforéze proteinti, konkrétné u metody SDS-PAGE, kde slouzi k denaturaci proteinti
a k zamaskovani jejich naboje, takze jsou vSechny proteiny zaporné nabité a separace probiha
na zékladé molekulové hmotnosti. Jako detergent méa vyborné vlastnosti k odstrafiovani
mastnych skvrn. Pouziva se tedy do odmastovacich piipravka a ¢isticich prostiedkt myti aut
a podlah. V kosmetice se pouziva v malych koncentracich do $ampond, zubnich past a pén
na holeni [47].
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Obr. 13: Struktura dodecylsiranu sodného [48].

2.5.2. Septonex

Septonex je obchodni nazev pro molekulu s jinym nazvem oznaCovanou jako
karbethopendecinium-bromid. Septonex je kvartérni amoniova sul patiici do skupiny
kationtovych tenzidi. Ve vodném roztoku nese kladny naboj. Hydrofilni ¢ast tenzidu tvori
prave kvartérni amoniova stl. Hydrofobni ¢ast pak tvoii dlouhy uhlikaty fetézec z 15 uhliki.
Za béznych podminek je to bily prasek dobife rozpustny ve vodé i v organickych
rozpoustédlech, napt. v ethanolu a chloroformu. JelikoZ se jedna o povrchové aktivni latku,
ve vodném roztoku velice siln¢ péni. Vyuziva se ve farmaceutickych vyrobcich, jako jsou
kapky do o¢i nebo dezinfekce na rany, pro jeho antiseptické a dezinfekéni ucinky [49].

Br CH

H.C

3

Obr. 14: Struktura karbethopendeciniumbromidu [49].

2.6. Difuze

Difuzi je mozné jednoduse charakterizovat jako samovolny pohyb molekul v prostoru.
Koncentracni gradient popisuje, jak se méni koncentrace se vzdalenosti od zvoleného pocatku.
V takovéto koncentrané nehomogenni soustavé dochazi k samovolnému vyrovnani
koncentrace. Pro tento proces je charakteristické, ze se Castice pohybuji z prostredi s jejich
vysSi koncentraci do prostfedi s koncentraci niz§i. Difuzni pohyb Ccastic je zpisoben
nerovnomérnym rozlozenim chemickych potenciali a cely systém se snazi vyrovnat
termodynamické rovnovahy. Difuze probiha v kapalinach, plynech i v pevnych latkach [50].
Pokud do systému nezasahuji vnéjsi rusivé vlivy, je vysledkem difuze rovnomérné rozptyleni
latky. Rychlost distribuce Castic v systému zavisi na jejich velikosti, teploté prostiedi a jeho
vlastnostech. Obecné rychlost difuze klesa se zvétsujici se velikosti ¢astic. Difuzni zmény
Vv systémech popisuji Fickovy zakony [51].
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Difuze je intenzivné studovana v souvislosti s cilenou ¢i fizenou distribuci 1é¢iv. Tyto nosice
V podobé nejriznéjsich biopolymerit a biopolymernich hydrogelii slouzi pfi transportu jako
kontrolovatelna difuzni bariéra. Stavba a vlastnosti této bariéry se vybiraji podle pozadovaného
zpisobu uvolnovani aktivni latky. Mezi pozadavky na tuto bariéru patii postupné uvoliovani
latky, zpozdény pocatek uvolnéni nebo reakce na vnéjsi podnét ¢i uvoliiovani jen v misté
ucinku. Difuzi v nosi¢ich ovliviiuje struktura polymeru a jeho interakce s biologickymi
tekutinami. Pro stanoveni ¢asu a mnozstvi uvolnéné aktivni latky je tedy nezbytné nutné znat
difuzni charakteristiky systému 1é¢ivo-polymer. S piihlédnutim k difuznim vlastnostem
mizeme vytvaret nosice 1€¢iv na miru a optimalizovat tak parametry uvoliiovani [52].

2.6.1. Prvni Fickiav ziakon

Difuzni koeficient, téZ oznacovany jako koeficient imérnosti (mezi difuznim tokem
a koncentra¢nim gradientem), je zakladni parametr difuznich procest a charakterizuje také
miru mobility ¢astic v dané latce. Hnaci silou difuze je zména chemickych potencialii. Obvykle
je difuze popisovana jako zména koncentrace slozky s polohou v daném mist¢ a Case, piesnéji
derivace koncentrace podle polohy Z—Cyi. Tuto zavislost popisuje 1. Fickliv zékon:

aCi

—D; By 1)

Ji =

Di predstavuje koeficient imérnosti (mezi difuznim tokem a koncentratnim gradientem)
neboli difuzni koeficient, ktery je roven latkovému mnozstvi difundujici slozky i, jeZ prochazi
jednotkovou plochou za jednotku ¢asu pii jednotkovém koncentraénim gradientu. Zakladni
jednotkou difuzniho koeficientu v SI soustavé je m?-s™. Vysledné Ji predstavuje difuzni tok.
Vztah mezi teplotou, velikosti ¢astic a difuznim koeficientem muize byt odvozen

. ., . dc; . ;e VST . ,
z termodynamiky. Koncentra¢ni gradient a—;‘ Je konstantni pfi tzv. stacionarni difuzi. Takovym

piikladem stacionarni difuze mize byt méfeni pomoci difuzni cely. Na jednom konci difuzni
cely je udrzovana konstantni koncentrace difundujici latky sycenim roztoku a na druhém konci
dochdzi k omyvani cely Cistym rozpoustédlem, ¢imzZ se zajisti nulova koncentrace difundujici
latky [50].

Difuzni koeficient u zfedénych roztokt difundujici slozky 1 Vrozpoustédle j lze také
vypocitat pomoci Einsteinova vztahu:

RT

- 61Ny @)

V rovnici ptedstavuje 7 viskozitu rozpoustédla a ri je efektivni polomér difundujici molekuly
I (efektivni polomér plati pouze pro kulovité castice). Tento vztah plati za podminek,
ze polomér difundujicich molekul je mnohem vétsi, nez je polomér molekul rozpoustédla.
Vztah se pouziva pievazné pro difuzi koloidnich ¢astic v nizkomolekularnim rozpoustédle [51].
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2.6.2. Druhy Fickiiv zakon

O nestacionarni difuzi se jedna, pokud se koncentra¢ni gradient s ¢asem méni. Koncentraci
difundujici latky v zavislosti na Case a poloze pii zadanych pocatecnich a okrajovych podminek
popisuje nasledujici rovnice (3). Rovnice druhého Fickova zakona popisuje tedy rychlost
zmény koncentrace v uréitém misté systému [51].

aCi aZCi

Fr Dia_yz ©)

Druhy Ficktv zakon je vzhledem k prostorové soufadnici diferencialni rovnice druhého fadu
a vzhledem k ¢asu se jedna o diferencidlni rovnici prvniho fadu. Re$enim rovnice (3) ziskame
koncentraci difundujici latky jako funkci mista a ¢asu [50].

Pro vypocet difuznich koeficientti v gelech byla pouzita nasledujici rovnice (4) vychazejici
z rovnic Fickovych zadkont. Koncentrace rozpusténé latky se méni v Case a jeji tok je opét
zavisly na Case.

2¢ec Dyt

= 4
" 1¥e DDy “

Vypodétem rovnice ziskame m, coz je tok difundujici latky udavany v mol-m™2. Symbol
¢ predstavuje pomér koncentrace difundujici latky (sondy) v roztoku a v gelu po ustaveni
difuzni rovnovahy, respektive po vyrovnani koncentraci, a tedy ukonceni difuze. Pocate¢ni
koncentraci rozpusténé latky predstavuje o a D je difuzni koeficient sondy v roztoku [53].

3.  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1. Hydrogelové nosice aktivnich latek a jejich uvoliiovani

Hydrogely maji vzhledem ke své biokompatibilité, schopnosti véazat vodu, struktuie
a podobnosti s extracelularni matrix velky potencial k vyuziti v biomedicinskych aplikacich,
popiipadé v kosmetice. Hydrogely =zalozené na chitosanu jsou biodegradabilni,
biokompatibilni, netoxické, antimikrobidlni, pfilnavé k biologickym tkdnim a maji
hemostaticky G¢inek. S témito vlastnostmi jsou pfedurcené k hojeni ran i jako nosice 1éCiv.
Témito chitosanovymi hydrogely se zabyval He Liu a kol. Studoval napiiklad hydrogely
piipravené kombinaci chitosanu a kyseliny hyaluronové. Bylo prokazano, ze tyto hydrogely
urychluji hojeni ran podpofenim migrace bunék, proliferace, shlukovanim bunék a angiogenezi.
Zabyval se 1 vylepSenim vlastnosti chitosanovych hydrogelii pro hojeni ran pomoci navazani
antibakterialnich latek. Konkrétnim pfikladem mutize byt navazani antibiotika tigecyklinu, ktery
byl z hydrogelové matrice trvale uvoliiovan a vyrazné snizil rust bakterii. Sadiya a kol. vyuzily
chitosanové hydrogely v kombinaci s PEG a PVP knavazani tetracyklini. Chitosan zde
podporuje hojeni s minimem jizev a tetracykliny zajist'uji ochranu pied bakterialni infekci [54].
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Vyvojem novych cilenych hydrogelovych nosi¢t 1é¢iv pro 1é€bu chronickych a zanétlivych
onemocnéni stiev, véetné Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy se zabyval Sufeng Zhang
akol. Vytvorili hydrogelova mikrovlakna z askorbylpalmitatu, na ktera byl navazan
protizanétlivy kortikosteroid dexametazon. Pfimé cileni 1é¢iva na zanicené stievo muze zlepsit
terapeutické vysledky a také minimalizovat systémovou toxicitu. Hydrogelova vlakna vykazuji
vzhledem ke svému negativnimu povrchovému naboji dobrou adhezi na stievni epitel
a zapouzdiené hydrofobni 1é¢ivo uvoliuji az po enzymatickém traveni [55].

Siamak Javanbakht a kol. se zabyval navrzenim novych hydrogelovych nanokompozitnich
film s protirakovinnymi ucinky zaclenénim modelového 1é¢iva doxorubicinu pomoci
grafenovych kvantovych tecek do hydrogelové matrice z karboxymethylcelulozy. Studie
sledovala uvoliiovani pti riznych hodnotach pH a t¢innost uvoliiovani byla zkousena pomoci
MTT testl na leukemickych buiikkach K562. Tato hydrogelova matrice s kvantovymi teCkami
vykazovala zlepsené bobtnani, degradaci, propustnost vodnich par a pH citlivé uvoliovani
1é¢iva [56].

Hydrogely na bazi chitosanu spole¢n¢ s hyaluronovou kyselinou a glycerofosfatem jsou
aplikovatelné injekéné, reaguji na teplotu téla a zmény pH a jsou adhezivni na rakovinné burky.
Jejich aplikaci jako nosiCového systému se zabyval Wei Zhang a kol. Jako modelové
protirakovinné 1é¢ivo pouzili doxorubicin, jenz je smichan s hydrogelovym prekurzorem, ktery
muze byt se svoji nizkou viskozitou aplikovan injekéné. K zesitovani hydrogelu, a tedy zvySeni
viskozity dochazi po zahtati na télesnou teplotu. Kyselé prostfedi okolo pH 4 muze spustit
uvoliovani 1é¢iva a rakovinné buitky mohou ulpivat na povrchu hydrogelu, coz je prospésné
pro piesné zacileni gelu jen v misté nadoru. Mechanicka pevnost, teplota gelace a rychlost
uvolnovani lé¢iva mohou byt vyladény zménou obsahu kyseliny hyaluronové [57].

Hydrogelovy systém na bazi kyseliny hyaluronové a hydroxyethylceluldézy byl zkouman jako
efektivni transdermdlni nosi¢ protirakovinné a antimikrobidlni latky zvané isoliquiritigenin.
Bong Ju Kong a kol. nasledn¢ studoval kinetiku uvolfiovani 1é¢iva. Bylo zjisténo,
ze hydrogelovy systém slozeny z HA a HEC zlepSuje penetraci 1éCiva skrze kazi [58].

Chiu a kol. se zabyval studiem pH citlivého dextranového hydrogelu. Ten byl ptipraven
nejprve aktivovanim dextranu pomoci 4-nitrofenylchloroformatu, dextran byl nasledné
smichan s 4-aminomaselnou kyselinou a zesitovan pomoci 1,10-diaminodekanu. Obsah
karboxylovych skupin zajistuje bobtnani pii vysS§im pH, nez je 7,4 a ovliviiuje uvoliiovani
1é¢iva v oblasti tlustého stfeva. Kinetiku uvolnovani studovali pomoci navdzaného hovéziho
sérového albuminu pii pH v rozmezi od 2 do 7,4 za pfitomnosti enzymu dextranazy. Podobnym
nosi¢ovym systétmem pro zacileni do stteva je UV zafenim zesitovany
glycidylmethakrylatdextran v kombinaci s polyakrylovou kyselinou. Tento gel je opét citlivy
na zménu pH [43].

Niu a kol. se zabyvali nosi¢ovym systémem zalozenym na dextran sulfatu. K tomuto
komplexu navazaly dvojvazné kovy ve slouc¢eninach MgCl> a CaCly. Tyto kovy pomahaji
zadrzet a také prodluzuji uvolnovani na tento komplex navazaného doxorubicinu. Komplex
dextranu s navazanymi kovovymi ionty a doxorubicinem byl nasledné enkapsulovan pomoci
biodegradabilniho, biokompatibilniho a injekéné aplikovatelného agardézového hydrogelu.
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Zménou koncentraci obsazenych kationtd Mg?* a Ca®* lze ovliviiovat rychlost uvoliiovani
doxorubicinu z komplexu. Tento nosi¢ovy systém je nasledné aplikovatelny na rakovinné
bunky MDA-MB-231, které zptisobuji rakovinu prsu. Oproti klasické chemoterapii je vyhoda
tohoto nosice v tom, Ze doxorubicin uvoliluje v nizsich davkach a delsi dobu, ¢imz se snizuji
mozné vedlejsi ucinky [59].

3.2.  Vyuziti sond ATTO 488 a nilské ¢ervené

Pro studium difuze barviv v biopolymernich hydrogelech byly zvoleny jako modelové sondy
nilska Cerven (NR) a ATTO 488. Nilska cervenn byla zvolena jako modelovy zastupce
pro hydrofobni sondy a ATTO 488 je zastupce hydrofilni povahy. NejcastéjSim zplisobem
vyuziti obou barviv je jejich pouziti jako fluorescencni sondy pfi nejriznéjsich aplikacich.

Nabila Laroui a kol. pouzili ATTO 488 jako fluorescen¢ni sondu méfenou pomoci
konfokalni mikroskopie. Ve studii se zabyvali u¢inkem fotodynamické terapie v kombinaci
s genovou terapii. Fotodynamicka terapie bézné vyuziva fotosenzitivni latky k 16€bé tumord.
Konkrétn¢ se zaméfili na guanidylovany porfyrin, oznaceny jako H2-PG, ktery by teoreticky
mohl slouzit nejen jako fotosenzitivni latka, ale také jako intracelularni ptenase¢ dvouvlaknové
RNA ovliviujici expresi uréitych genti oznacovanou jako siRNA. Molekuly siRNA byly
zaméfeny na inhibitory apoptickych proteint, které brzdi bunéénou smrt. Pro potvrzeni této
hypotézy, ze se siRNA dostava pomoci H2-PG dovniti buiiky, byla na molekuly siRNA
navazana pravé sonda ATTO 488. Vyskyt ATTO 488 navazaného na siRNA v nadorovych
buiikach byl nasledné zjistovan pomoci jiz zminéné konfokalni mikroskopie. Byl tak potvrzen
aditivni efekt dvou terapeutickych metod, a to fotodynamické a genové terapie [60].

Ve velkém zajmu v oblasti chemie a biologie je méfeni rovnovaznych a rychlostnich konstant
tvorby molekularnich komplexi. Uréenim téchto konstant pomoci fluorescencni korelacni
spektroskopie (FCS), doplnénou dynamickym rozptylem svétla (DLS) se zabyval Xuzhu
Zhang a kol. Jako modelové systémy vyuzily tvorbu komplext barvivo-micely, s konkrétnimi
barvivy rhodamine 110 a ATTO 488. Barviva interagovala se tfemi riizné nabitymi micelami
z povrchové aktivnich latek, napt. z negativné nabitého dodecylsiranu sodného [61].

DalS$im moZnym vyuzitim ATTO 488 muize byt studium agregacnich procesi
amyloidogennich peptida tvoficich fibrily. Nizkomolekularnimi agregaty Alzheimerovych B-
amyloidovych peptidu, které hraji roli v cytotoxicité a neuronalni apoptoze pii onemocnénich
spojenych s jejich agregaci se zabyvala Jana Wigele a kol. Zkoumali jejich oligomerni faze
pomoci fluorescencni spektroskopie za vyuziti fluorescencni sondy ATTO 488. Fluorescencni
sonda byla kovalentné navazana na N-konce -amyloidového peptidu, za piedpokladu, Ze sonda
nebude nijak ovliviiovat samouspofadani ani finalni fibrilarni strukturu. Casové rozlisena
fluorescenéni spektroskopie potom meéfila oznacené oligomerni populace pii tvorbé fibril
ve spojeni s dalSimi metodami strukturni analyzy jako je transmisni elektronové mikroskopie,
mikroskopie atomarnich sil a rentgenova difrakce [62].

Andrea Topf a kol. se ve své studii zabyvaji mikrotermoforéznim stanovenim aktinové
polymerizace. Pomoci termoforetického chovéani aktinu oznaceného pomoci ATTO 488
Vv teplotnim gradientu v zavislosti na case sledovali polymeraci aktinu v redlném case
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a objasnili jeji tii charakteristické faze: nukleaci, elongaci a ustaleny stav. Tato metoda
umoziuje zhodnotit Vliv proteini véazajicich aktin na vyslednou polymeraci. Rychlost
prodlouzeni aktinového vladkna miize byt nasledné kvantitativné stanovena. Touto metodou
mize byt méfen i uc¢inek myosinu na polymerizaci aktinu [63].

Keren Delmar a kol. zkoumal kompozitni chitosanovy hydrogel staly ve fyziologickych
podminkach urceny pro trvalé uvoliiovani hydrofobnich 1é¢iv. Hydrogelova matrice je zalozena
na chitosanu zesitovaného genipinem, do které je vlozena biokompatibilni neiontova
mikroemulze. Prodlouzena doba uvolnovani byla zkoumana pomoci sondy nilské Cervené
a kurkuminu ve vod¢ a ve fyziologickém roztoku fosfatového pufru o pH 7,4. Podle prostiedi
dochdzelo k odliSnému chovani pfi uvoliovani. Ve vodném roztoku hydrogel velice rychle
bobtnal, zatimco v roztoku fosfatového pufru vylucoval vodu a smr$toval se. Systém
uvoliiovani uplatitujici se v tomto typu nosice je navic slozity vzhledem k intermolekularnim
vazbam mezi olejovymi kapickami v emulzi a polymerni siti [64].

Smita Kashyap a kol. se ve své studii zabyvali navrhem a vyvojem novych teplotné citlivych
a amfifilnich kopolymernich nanocéstic pro transport doxorubicinu do extracelularnich
a intracelularnich prostor. Tyto amfifilni kopolymery maji schopnost samousporadani
je 37 °C, dochazi k agregaci téchto nanocastic. Amfifilni povaha tohoto polymerniho scaffoldu
umoziuje navazani ve vodé nerozpustnych 1é¢iv jako je naptiklad doxorubicin. Uvoliovaci
mechanizmus byl zkouman za pomoci hydrofobniho barviva nilska ¢erven. Bylo odhaleno,
ze pri télesné teplote, tedy pod 37 °C, je obsazend hydrofobni latka zadrzovana uvnitf nosice.
V blizkosti rakovinné tkané, pti teploté okolo 43 °C, dochéazi béhem 2 hodin k uvolnéni az 90 %
navazané latky [65].

Nilskd Cervent byla pouzita jako sonda i1 pfi vyzkumu micelarniho supramolekularniho
hydrogelu pro distribuci 1é¢iv do oci. Tento hydrogel byl zalozen na a-cyklodextrinu
a polyethylenglykolu. Tyto hydrogely vykazovaly tixotropni vlastnosti, které jsou prospésné
pro o¢ni podavani léciva. Studie uvoliovani in vitro ukazala, Ze rychlost uvoliiovani
je ovlivnéna koncentraci a-cyklodextrinti. Zhaoliang Zhang a kol. hydrogel zkoumal pomoci
Draizeova testu, fluorescenénim zabarvenim a histologickym pozorovanim na krali¢ich o€ich,
kde nevykazoval zadné zndmky podrazdéni. Retencni ¢as na povrchu rohovky byl zkouman
pomoci na micely navazané nilské ¢ervené. Nasledna farmakokinetika in vivo ukazala, Ze tyto
hydrogely by mohly vyrazné vylepsit biologickou dostupnost 1é¢iva pti o¢nim podani [66].

Yong Liu a kol. se ve studii zabyvaji povrchové adaptivnimi, triclosanem naplnénymi
micelarnimi nanocasticemi, které by mohly efektivné nicit bakteridlni biofilmy. Tyto
nanocastice vykazuji zvySenou penetraci biofilmu a akumulaci v ném, elektrostatické zacileni
na negativné nabité povrchy bakteridlnich bun€k a v disledku degradace jadra micel
bakteridlnimi lipazami dochazi k uvolnéni antibakteridlniho triclosanu. Ovéfeni penetrace
a akumulace do téchto bakterialnich biofilmu bylo provedeno konfokalni laserovou skenovaci
mikroskopii za pomoci nilské cervené enkapsulované uvniti micel [67].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité latky

DEAE-dextran hydrochlorid
CAS: 9064-91-9, Sigma-Aldrich s.r.0., Mw =500 kDa, ¢istota > 97,5 %, ¢. Sarze: BCBM1585

SDS, dodecylsiran sodny
CAS:  151-21-3, Sigma-Aldrich  sr.o., My =288,38 gmol?,  &istota>98,5 %
(chloridy < 500 ppm, fosfaty < 10 ppm, tézké kovy < 10 ppm, ¢. Sarze: SLBT3991

Hyaluronan sodny

CAS: 9067-32-7, Contipro a.s.

HMW hyaluronan, My = 1 540 kDa, ¢. Sarze: 160218-E1
LMW hyaluronan, My = 340 kDa, ¢. Sarze: 120218-E1

Septonex
Mw = 422,48 g-mol'l, ¢. Sarze: 511SEP003

ATTO 488
Sigma-Aldrich s.r.o., ¢istota > 90 %, Amax = 501 nm, ¢. Sarze: BCBV8900

Nilska Cerveri
CAS: 7385-67-3, Sigma-Aldrich s.r.o., Cistota > 98 %, Amax = 553 nm, ¢. Sarze:

Chlorid sodny
NaCl, CAS: 7647-14-5, Penta s.r.0., ¢istota > 99,9 %, ¢. Sarze: 19033200314

Deionizovand voda
H,0, Purelab: ELGA

4.2. Pouzité pristroje a programy

Difuze barviv byla méfena pomoci zmény koncentrace téchto barviv v roztoku nad gelem, jinak
nazyvanym supernatant. Koncentrace barviva v supernatantu byla zjistovana vypocétem
z nam&fené absorbance podle Lambert-Beerova zakona. Nejdiive byla tedy zméfena
absorbance namichanych kalibra¢nich roztokli sond ATTO 488 a nilské ¢ervené z nichz byla
sestrojena kalibracni ptimka. Z kalibra¢ni pfimek byly poté vypocitavany skutecné koncentrace
v supernatantech vzorkti. Absorbance roztokd byla métena pomoci dvoupaprskového UV-VIS
spektrofotometru Hitachi U-3900. Roztoky byly méteny v kiemennych kyvetach s optickou
délkou 1cm. Absorbance byla u sondy ATTO 488 meéfena pii absorpénim maximu
Amax =501 nm, nilska Cerven byla méfena pii absorpénim maximu Amax = 553 nm. Namétené
zmény koncentrace byly zpracovany a pifepoCitany na difuzni koeficienty a difuzni tok
v programu Microsoft Word Excel.
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4.3. Priprava sond a hydrogeli

4.3.1. Priprava kalibracnich roztoku sond

Ze zasobniho roztoku nilské Cervené v acetonu o zndmé koncentraci bylo napipetovano
ptislusné mnozstvi do vialek a aceton se ponechal k volnému odpaieni. Po odpafeni byla zbyla
nilska ¢erven ve vialce doplnéna na piesny objem roztokem ptislusného tenzidu. Pro kalibra¢ni
roztoky sond dextranovych hydrogelti byla nilska ¢erven doplnéna 100 nebo 400 mM roztokem
SDS a u kalibra¢nich sond pro hyaluronanové hydrogely byla doplnéna na objem 100 nebo
200 mM roztokem septonexu.

Kalibra¢ni roztoky sondy ATTO 488 byly pfipravovany obdobnym zpiisobem. Ze zasobniho
roztoku ATTO 488 o znamé koncentraci rozpusténého v 0,15M roztoku NaCl bylo do vialek
odebrano pfislusné mnozstvi roztoku. Toto mnozstvi bylo nasledné doplnéno na piesny objem
100 nebo 200 mM roztokem septonexu nebo 0,15 M roztokem NaCl. Roztoky kalibra¢nich
sond byly vzdy ponechany pies noc na tiepacce pro Uplné rozmichani. Koncentrace sond
pouzité pro kalibra¢ni roztoky i pro nasledné studium difuze byly vzdy stejné. Tyto koncentrace
popisuje nasledujici Tabulka 4.

Tabulka 4. Pouzivané koncentrace sond ATTO 488 a nilské cervené pro studium difuze a méreni

kalibracnich primek.

Koncentrace kalibraénich roztoki a sond ATTO a NR pro studium difuze [mol/dm?]
1-107 | 3-107 | 5107 | 7:107 | 8107 | 9107 | 1-10° | 3-10° | 5.10° | 7-10°
Oznaceni téchto gelu
a [ b [ e | d [ e | F | g | h [ i [ |

4.3.2. Priprava zasobnich roztoku

Zasobni roztoky DEAE-dextranu, hyaluronanu i vSech tenzidl byly pfipravovany v prostiedi
0,15 M roztoku NaCl v deionizované vodé. Zasobni roztok 0,15 M NaCl byl pfipraven
rozpusténim 8,766 g NaCl v 1 000 ml deionizované vody. Zasobni roztoky DEAE-dextranu
byly piipravovany o koncentraci 4 hm. % tak, ze 4 g DEAE-dextranu byly rozpustény
ve 100 ml 0,15 M roztoku NaCl. Roztoky tenzidd SDS byly pfipraveny rozpusténim takového
mnozstvi SDS v 0,15 M roztoku NaCl tak, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace
100 nebo 400 mM zasobniho roztoku SDS. Po odméfeni a navazeni vSech komponent
zasobnich roztokd, byly tyto roztoky pfes noc ponechany na magnetické michacce pro tplné
rozpus$téni a zhomogenizovani smesi.

Zasobni roztoky hyaluronanu byly pfipravovany ve dvou formach. Jeden zdsobni roztok
byl z nizkomolekularniho (LMW) hyaluronanu o koncentraci 2 hm. % a druhy zasobni
roztok byl z vysokomolekularniho (HMW) hyaluronanu taktéz o koncentraci 2 hm. %. Oba dva
roztoky byly pfipravovany rozpusténim vzdy 2 g LMW nebo HMW hyaluronanu na 100 ml
0,15 M roztoku NaCl. Zasobni roztoky tenzidi pro pfipravu hyaluronanovych hydrogeld a sond
pro tyto hydrogely byly ptipravovany rozpusténim septonexu v 0,15 M roztoku NaCl. Zasobni
roztoky septonexu byly pfipravovany o koncentraci 100 mM a 200 mM. Veskeré roztoky byly
opét po smichani vSech komponent ponechdny pies noc na magnetickém michadle.
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4.3.3. Priprava hydrogeli

VSechny hydrogely byly pfipravovany tzv. mokrou cestou. Dextranové hydrogely byly
pripravovany tak, ze do Cistych vialek byly napipetovany 3 ml zasobniho roztoku DEAE-
dextranu 0 4 hm. % a poté byly pfidany 3 ml ptislusného tenzidu (400 mM SDS pro gely
s oznacenim D1 nebo 100 mM SDS pro gely D2, viz. Tabulka 5). Smés vznikla ve vialce byla
hned na vortexu dikladné promichdna a nasledn¢ byly vSechny vzniklé gely ponechany pies
noc pii laboratorni teploté na tiepacce.

Hyaluronanové hydrogely byly pfipravovany vzhledem k velmi vysoké viskozité zasobnich
roztoki hyaluronanu pomoci vah. Do vialky byly navazeny 3 g LMW nebo HMW hyaluronanu
a poté byly piidany 3 g zasobniho roztoku septonexu o piislusné koncentraci, viz. Tabulka 5
0 sloZeni jednotlivych hydrogelt a jejich oznaceni. Vzniklé gely byly opét ihned po namichani
zvortexovany a poté byly ponechany do druhého dne na tfepacce.

Tabulka 5. SlozZeni jednotlivych hyaluronanovych a dextranovych hydrogelit a jejich oznaceni.

DEAE-dextran — SDS

koncentrace zasobnich roztoku koncentrace v pripraveném gelu oznaceni
400 mM SDS 200 mM SDS D1
4 hm. % DEAE 2 % DEAE
’ 100 mM SDS ’ 50 MM SDS D2

Hyaluronan — Septonex

HMW hyaluronan

200 mM Septonex 100 mM Septonex H1l
2 hm. % HA 1 hm. % HA
° 100 mM Septonex ’ 50 mM Septonex H2
LMW hyaluronan
200 mM Septonex 100 mM Septonex H4
2 hm. % HA 1 hm. % HA
’ 100 mM Septonex ’ 50 mM Septonex H5

—

Obr. 15: Hydrogely H1 (HMW hyaluronan + 200 mM septonex) pousazeni gelu na dné vialky.
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4.4. Provedené difuzni experimenty

4.4.1. Studium difuze sondy do dextranovych hydrogeli

Po vytvoteni hydrogelt a jejich nasledném usazeni na dné vialky (pfiklad usazeni mtzete vidét
na Obr. 15) byl supernatant opatrn¢ odlit tak, ze na dné vialky zistal jen gel. Zbytky
supernatantu byly z povrchu gelu odsaty pipetou. Nasledné byly na gely nality roztoky sond
ATTO ¢i NR o raznych koncentracich (viz. Tabulka 4). Takto byly pfipraveny sady
dextranovych hydrogelt s oznacenim D1 a D2 se sondou ATTO 488 a gely D1, D2 se sondou
NR. Po 24 hodinach od pfidani sondy ke gelu byla méfena absorbance roztoku nad gelem
pomoci UV-VIS spektrometru. Zména absorbance byla déle sledovana v riznych ¢asovych
intervalech.

4.4.2. Studium difuze sondy do hyaluronanovych hydrogelu

Studium difuze sondy do hyaluronanovych hydrogelt probihalo obdobnym zplisobem jako
u dextranovych hydrogelii. Nejprve byl po usazeni hydrogeld odlit supernatant a zbytky byly
odsaty pipetou. Poté byly na gely nality roztoky sond ATTO a NR o stejnych koncentracich
jako byly pouzity u dextranovych gelti (Tabulka 4). Vznikly tak systémy hyaluronanovych
hydrogela H1, H2, H4 a H5 se sondou ATTO 488 a hydrogely oznac¢ené¢ H1, H2, H4 a HS
se sondou NR (ptiklady geld H1 s ATTO a NR muzete vidét na Obr. 16). U hyaluronanovych
hydrogelll byla méfena absorbance roztoku sondy opét po 24 hodinach a v dalSich casovych
intervalech.
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Obr. 16: Hyaluronanové hydrogely s oznacenim H1 (2 hm. % HMW hyaluronanu a 200 mM Septonex)
po vymeéné supernatantu za roztoky sond o ruznych koncentraci. ATTO 488 nahore, nilska cerven dole.
Zleva doprava se zvysuje koncentrace sondy v roztoku.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Nasledujici ¢asti popisuji chovani pouzitych sond ATTO 488 a nilské Cervené v systémech
hydrogel-roztok, konkrétné tedy jejich pohyb zroztoku nad gelem do tohoto gelu. Pro
pozorovani chovani sondy byly pouzity dextranové hydrogely D1 a D2, zesitované tenzidem
SDS a hyaluronanové hydrogely H1, H2, H4 a HS, zesitované tenzidem Septonex. Jednotlivé
gely se 1i8i koncentraci pouzitého tenzidu k jejich zesitovani, které muize také ovliviiovat
difuzni chovani sond. Pro studium chovani sondy ve vice riznych systémech bylo pouzito
nékolik zakladnich roztoku téchto sond. Takto byly vytvofeny systémy hydrogel — sonda
v tenzidu a hydrogel — sonda ve vodném roztoku NaCl. Konkrétni pfiprava téchto roztoku
a hydrogelovych systému je popsana v kapitole 4.3. Naméiené absorbance sond pfi studiu
difuze byly piepocitavany na koncentrace pomoci Lambert-Beerova zdkona a z téchto
koncentraci byly nasledné vypocitavany dalsi hodnoty difuznich charakteristik. Pro kli¢ovy
popis chovani sond v riznych gelovych systémech pak byly vypocitany difuzni koeficienty,
vychazejici z rovnice (4). Pro vypocet difuznich koeficientl barviv v systémech gel-tenzid byly
pouzity jako vychozi hodnoty jejich difuzni koeficienty ve vodé. Pro NR ve vodném prostiedi
byla pouzita vychozi hodnota difuzniho koeficientu 3,3-101° m?/s [68]. Pro ATTO 488 byla
pouzita hodnota difuzniho koeficientu 4,0-1071° m?/s [61].

Jako dalsi srovnavaci hodnota byl pro tyto systémy vypocitan koeficient a. Hodnota o udava
koeficient mezi pocatecni koncentraci sondy a koncentraci na rozhrani gelu a roztoku (brano
ze strany gelu). Pfedpokladem je, Ze se hodnota o neméni s casem ani s poc¢atecni koncentraci
sondy. Grafy zavislosti difuznich tokil na pocate¢ni koncentraci maji linearni charakter, coz
také miize znamenat, Zze se koeficienty a meéni linedrné s pocateéni koncentraci. Tento
koeficient « by m¢l byt jakymsi parametrem, ktery charakterizuje systém sondy a vybraného
gelu. Koeficient a v sobé ukryva koncentra¢ni skok sondy na rozhrani gelu a roztoku, ktery
muzeme oznacit jako rozdélovaci koeficient mezi roztokem se sondou a gelem. Pfi difuzi sondy
zroztoku do gelu nejprve dochazi k ur€itému zakoncentrovani sondy na rozhrani. Toto
zakoncentrovani je lehce viditelné i pouhym okem. AZ po tomto zakoncentrovani dochézi
k dalsi difuzi barviva do struktury gelu. Vychozi rovnici pro vypocet koeficientu a je nasledujici
rovnice (5) pro vypocet koncentra¢niho profilu:

X
C = Cyzr€ETrJC
x,t g.r f <2 Dgt) (5)

V této rovnici predstavuje Cxt koncentraci sondy ve vzdalenosti X a v ¢ase t. Hodnota cgr
predstavuje koncentraci sondy na rozhrani (ze strany gelu), Dg je difuzni koeficient sondy
v gelu a erfc je dopliikova chybova funkce. Koeficient o vychazi z predpokladu, Ze koncentrace
na rozhrani cgr je mérna pocate¢ni koncentraci sondy Co, ziskame tedy zavislost Cqr = acCo,
potom tedy bude platit:

X
Cxt = acperfc <2 Dgt> (6)
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Pti vypoctech naméfenych dat se vychdzelo i znéasledujici rovnice pro celkovy tok
difundujiciho barviva:

D,t
mg = ZCg‘r ? (7)

V této rovnici m; piedstavuje celkovy tok v Case t na jednotkovou plochu neboli celkové
mnozstvi proslé jednotkovym rozhranim.

5.1. Dextranové hydrogely se sondou ATTO 488 v roztoku NacCl

5.1.1. Dextranové hydrogely D1 s ATTO 488 v NaCl

Tyto hydrogely byly pfipraveny smisenim 4 hm. % roztoku DEAE-dextranu a 400 mM SDS.
Po usazeni gelu na dné vialky byl supernatant odlit a nahrazen roztokem sondy ATTO 488
v 0,15 M roztoku NaCl. Koncentrace sond popisuje Tabulka 4. Absorbance roztok byla
méfena po 24 hodinach, 2 a 5 dnech.

B Puvodni koncentrace
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Obr. 17: Zmeény koncentrace sondy ATTO 488 u gelii D1. Znaceni gelii a jejich koncentrace popisuje
Tabulka 4.

Jak je z Obr. 17 patrné, koncentrace sondy v roztoku nad gelem se neustale S postupem Casu
snizuje. Dochazi tedy k difuzi molekul sondy do struktury gelu. K nejvyssimu rozdilu pii
zmén¢ koncentrace sondy dochazi hned po prvnim dni od vymény supernatantu za sondu.
Nejvétsi procentualni rozdil v koncentraci sondy v roztoku pied zahajenim méfeni a po 5 dnech

cvwvr
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koncentrace sondy navaze uz po 5 dnech 60 % sondy, zatimco u nejvyssi ptivodni koncentrace
sondy, ktera je 7-10° mol/dm3, se navaze 13 % této sondy. Z hlediska latkového mnozstvi
sondy, které se do gelu dostane, je toto mnozstvi nejvétsi u nejvyssi koncentrace ptivodni sondy.
Latkové mnozstvi sondy v gelu u koncentrace 7-10° mol/dm?3 je 13krat vy3$§i nez u koncentrace
1-107" mol/dm?3,
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Obr. 18: Ukdzka zavislosti difuzniho toku u sondy ATTO 488 na odmocniné ¢asu pro gely D1 (vlevo) a
gely D2 (vpravo). Méreno po 24 hodindch, dvou a péti dnech.

Se zvySujici se koncentraci sondy v roztoku nad dextranovym hydrogelem roste i difuzni tok
m. Difuzni tok byl vypocitan z latkového mnoZstvi sondy v gelu naméteného po jednotlivych
¢asovych intervalech vztazeného na plochu povrchu hydrogelu ve vialce. Jak muizete vidét
na Obr. 18, difuzni tok se zvySuje se zvySujici se koncentraci sondy a postupné se zvysuje
S postupem casu, kdy sonda difunduje do gelu a zvySuje se tak mnozstvi v gelu navazané.
U nizkych koncentraci dochazi k postupnému ustaleni difuzniho toku, kdyZ nastava vyrovnani
koncentra¢niho gradientu mezi roztokem a gelem.

5.1.2. Dextranové hydrogely D2 s ATTO 488 v NaCl

Gely s oznacenim D2 byly pfipraveny smichanim 4% roztoku DEAE-dextranu a 100 mM SDS.
Po odliti supernatantu byl gel zalit stejnymi roztoky sond ATTO 488 v 0,15 M roztoku NaCl
jak tomu bylo u dextranovych gelti D1. Nasledn¢ se métila absorbance roztoku po 1 dni, 2 a 5
dnech. Ubytek koncentrace sondy v roztoku popisuje nasledujici obrazek.
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Obr. 19: Zmény koncentrace sondy ATTO 488 v 0,15 M roztoku NaCl u dextranovych gelii D2.

U dextranovych hydrogeli D2 dochazi po 5 dnech od vymény supernatantu k absorpci
az 88 % puvodniho mnozstvi sondy. K absorpci 88 % doslo u nejnizsi koncentrace sondy, tedy
1-107" mol/dm®. K velmi vysoké absorpci barviva doslo i u gelu se sondou 0 nejvyssi
koncentraci 7-10°° mol/dm?, kdy byl rozdil mezi piivodni a kone¢nou koncentraci 87 %.

5.1.3. Srovnani geli D1 a D2 se sondou ATTO 488 v roztoku NacCl

Dextranové gely D1 a D2 se lisi v koncentraci pouzitého tenzidu SDS, kdy u geli D1 je
tenzid 400 mM a u geli D2 je 100 mM. Z naméfenych a vyhodnocenych dat je patrné,
ze koncentrace tenzidu pro zesitovani gelu hraje velkou roli pii difuzi pouzité sondy a ovliviiuje
jeji difuzni charakteristiky. U geli D2 dochazi v priméru k absorpci 75 % ptvodniho mnozstvi
sondy Vv roztoku, zatimco u geld D1 se absorbuje v pruméru 21 % sondy. Vyssi absorpce geld
D2 se projevuje i v hodnotach difuzniho toku (Obr. 18, difuzni tok gelti D1), ktery je mnohem
vy$$i nez u gela D1.

Tabulka 6: Zjisténé difuzni koeficienty a koeficienty a pro sondu ATTO 488 v 0,15 M roztoku NaCl u
dextranovych geli D1 a D2.

Namérené difuzni koeficienty ATTO 488 v NaCl [m?%/s]
D1 1,55-101°
D2 3,92:10°10
Koeficient a [-]
D1 0,227
D2 0,963
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Tabulka 6 ukazuje, ze sonda ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl ma u dextranovych geli D2
vyssi difuzni koeficient, takze dochazi krychlejsi difuzi sondy do struktury gelu.
Koeficient a ma u geli D2 také vyssi hodnotu oproti gelim D1. Vyssi difuzni koeficient je
zpusoben rozdilnou koncentraci pouzitého tenzidu SDS pfi pfipravé hydrogela. Tento rozdil
muZze byt zpusoben teoretickym pomérem naboje mezi tenzidem SDS a kladné nabitym DEAE-
dextranem, kdy plati, ze pro dextran D1 je pomér ~4,6, zatimco pro dextran D2 je tento pomér
~1,2. To znamen4, ze ¢ast SDS je spotfebovana na tvorbu hydrogelového zesitovani. U geli
D1 je tato ¢ast mnohem mensi vzhledem k ptivodni koncentraci 400 mM. U gelti D2 je spotieba
SDS o ptivodni koncentraci 100 mM pro zesitovani mnohem vyssi a volného SDS tak v roztoku
ztstane mén¢ nez u D1. Mnozstvi volného SDS v porech hydrogelu je u geli D2 mensi a méné
brani difundovani barviva do gelu. Tato teorie 1ze praktikovat i na rozdilné koeficienty «, kdy
vétsi koncentrace volného SDS v pérech hydrogelu D1 brani zakoncentrovani barviva
na rozhrani gel-roztok.
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Obr. 20: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy ATTO 488. Graf vlevo ukazuje zavislost
gelu DI1. Vpravo je zavislost gelii D2. Vybrané koncentrace: 0,1; 0,5; 1; 3; 5a 7 uM.
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5.2.  Dextranové hydrogely se sondou nilska ¢ervei v roztoku SDS

5.2.1. Dextranové hydrogely D1 s nilskou ¢erveni v SDS

Po odliti supernatantu byly tyto gely D1 zality sondou nilska Cerven rozpusténé v roztoku
400 mM SDS. Absorbance roztoku byla méfena po 24 hodinach, 2 a 5 dnech. Pavodni
koncentrace sondy V roztoku a nasledné zmény této koncentrace popisuje nasledujici obrazek.
Gely D1 s nilskou ¢erveni v roztoku 400 mM SDS absorbuji po 5 dnech 14 az 55 % procent
latkového mnozstvi ptivodni sondy v roztoku.
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Obr. 21: Zmény koncentrace sondy NR v roztoku 400 mM SDS u gelii D1.

5.2.2. Dextranové hydrogely D2 s nilskou ¢erveni v SDS

Studium difuze u gelt D2 s nilskou ¢erveni bylo provadéno tak, Ze usazeny gel na dné vialky
byl zbaven supernatantu a misto né€j byl gel zalit roztokem sondy ve 100 mM SDS. M¢éteni
probihalo opét po 24 hodinéach, 2 a 5 dnech. Béhem méfeni absorbance je uz pouhym okem
viditelné, Ze u gelli D2 s nilskou ¢erveni dochézi k rychlej$imu difundovani sondy do struktury
gelu a dochazi tak k viditelnému zabarveni gelu sondou. U téchto geli dochazi k absorpci
56 az 85 % pavodniho mnozstvi sondy v roztoku. Oproti gelim D1 je to mnohem vé&tsi
mnozstvi a jak uz bylo zminéno, rozdil je vidét i pouhym okem. Rozdily v absorpci téchto gelti
jsou patrné pfi porovnani Obr. 21 a Obr. 22, které popisuji ubytek koncentrace sondy v roztoku.
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Obr. 22: Zmeny koncentrace sondy NR v roztoku 100 mM SDS u gelii D2.

5.2.3. Srovnani geli D1 a D2 se sondou nilska ¢erven v roztoku SDS

Gely byly pfipraveny stejnym zpiisobem za pouziti 400 MM a 100 mM SDS. Na rozdil
od dextranovych gelti se sondou ATTO, kde sonda byla v 0,15 M roztoku NaCl, byla nilska
cerven v roztoku tenzidu SDS. Hlavni rozdil mezi jednotlivymi gely je tedy v koncentraci
pouzitého SDS pro zesitovani DEAE-dextranu. Zde se opét uplatituje teoreticky pomér néboje,
ktery je pro gely D1 ~4,6 a pro gely D2 ~1,2. Uz pti porovnani Obr. 21 a Obr. 22 je jasné,
ze sonda u gelt D2 bude mit vyssi difuzni koeficient oproti sondé u geld D1. Konkrétni
vypoc¢itané hodnoty difuznich koeficientti zobrazuje Tabulka 7. Oproti difuznim koeficientim
sondy ATTO v roztoku NaCl se tyto difuzni koeficienty od sebe piili§ nelisi. Castetné
vyrovnani rozdilu v difuznich koeficientech miize byt zplisobeno tenzidem, ve kterém je
rozpus$téna sonda. Sonda miiZze byt obecné v roztoku ve formé volnych ¢astic, nebo ve forme
micel. V piipadé sondy ATTO v roztoku NaCl, bude sonda ve formé volnych ¢astic. V ptipadé
NR Vv roztoku SDS bude sonda pfevazn¢ obsazena ve forme micel SDS. Muzeme tak uvazovat
vzhledem K tomu, ze kriticka micelarni koncentrace je pro SDS ~8 mM [61] a v naSem ptipadé
jsou koncentrace 100 mM a 400 mM, tedy né€kolikanasobné vyssi, nez je kritickd micelarni
koncentrace. Molekuly SDS budou v roztoku tvofit micely obsahujici sondu NR.

Tabulka 7: Zjistené difuzni koeficienty a koeficienty o pro sondu nilské cervené v roztoku SDS
U dextranovych gelit D1 a D2.

Namérené difuzni koeficienty NR v SDS [m?/s]
D1 4,22:1010
D2 4,63-10°10
Koeficient a [-]
D1 0,218
D2 0,771
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Vypocitany koeficient o pro dextranové gely se sondou NR souvisi s difuznimi koeficienty.
Pro gely D2 je tento koeficient vyssi vzhledem k jejich vysSimu difuznimu koeficientu.
Hodnota obou koeficientli je ovlivnéna hlavné rozdilnou skladbou hydrogelt D1 a D2.

Pti pouziti vyssi koncentrace SDS pfi tvorbé geli D1 muize dochazet k vys$Simu zesitovani
a tim ke zméné porozity a rozdilné , klikatosti“ pora geli. Celkové je koeficient a pro nilskou
cerven nizsi, nez je tomu u ATTO 488. Tento rozdil mize byt zptsoben nejen tvorbou micel

v SDS s nilskou ¢erveni, ale i vzhledem k rozdilné povaze ¢i velikostem molekuly pouzitych

sond.
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Obr. 23: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy NR. Graf vievo ukazuje zavislost gelii

D1. Vpravo je zavislost gelit D2. Vybrané koncentrace: 0,1, 0,5; 1, 3; 5

a7 uM.

Obr. 23 porovnava zavislost difuzniho toku na ptivodni koncentraci sondy NR v SDS. Vlevo

jsou vybrané koncentrace geld D1, kdy sonda je v roztoku 400 mM SDS. Vpravo jsou vybrané

koncentrace sondy ve 100 mM roztoku tenzidu. U geli D2 je vlivem pouZiti nizsi koncentrace

tenzidu pfi zesitovani tento tok nékolikandsobné vyssi nez u geli D1. V rozsahu zvolenych

koncentraci je hodnota difuzniho toku linearni. Se zvySujici se pocate¢ni koncentraci se tmérné

zvysuje.
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5.3.  Hyaluronanové hydrogely se sondou ATTO 488 v roztoku NaCl

Pro studium difuzi v hyaluronovych hydrogelech byly pouzity gely s oznacenim H1, H2, H4
a HS. Gely H1 a H2 se lisi v koncentraci pouzitého tenzidu pro jejich zesitovani. Gely H1 byly
zesitovany 200 mM tenzidem Septonexem, gely H2 potom 100 mM. Gely H4 a H5 byly
zesitovany stejnym zptisobem jako gely H1 a H2. Dal§im hlavnim rozdilem mezi gely je pouziti
rozdilného hyaluronanu. Vysokomolekularni hyaluronan (1 540 kDa) byl pouzit u gelt H1
a H2. Nizkomolekularni hyaluronan (340 kDa) byl pouzit pro gely H4 a H5. Po usazeni gelt
na dn¢ vialky byly supernatanty odlity a gely byly pielity roztokem sondy v roztoku 0,15 M
NaCl. Absorbance roztokii byla méfena po 24 hodinach, 2, 5, 6 a 21 dnech od vymény
supernatantu.
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Obr. 24: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl. Graf
vlevo ukazuje zavislost geliit HI. Vpravo je zavislost gelit H2. Vybrané koncentrace: 0,1; 0,5, 1; 3; 5 a
7 uM.

V grafu zavislosti difuzniho toku na pocate¢ni koncentraci (Obr. 24) mtizeme vidét, Ze u gela
H1 jsou difuzni toky o néco vyssi, nez je tomu u geltt H2. Jak jiz bylo zminé€no, méteno bylo
po 24 hodinéch, 2, 5, 6 a 21 dnech od vymény supernatantu za sondu. V t&€chto jsou vSak
hodnoty pouze pro prvnich 5 dnti. Po 6 dnech od vymény supernatantu uz nedochéazi ke zménam
absorbance, takze nedochazi k dalsi difuzi sondy do gelu a difuzni tok se tedy zastavi. Mezi
gelem a roztokem se sondou zfejmé dochazi k ustaveni rovnovahy a ztraci se koncentracni
gradient. U né¢kterych gelii H2 dokonce dochazi k obraceni toku sondy a po 21 dnech
se absorbance roztoku se sondou nepatrn€ zvysuje. D4 se tedy fict, ze po 5 dnech od vymény
supernatantu se u téchto gell a sondou ATTO 488 v roztoku NaCl ustavuje rovnovaha
a nedochazi k dalsi difuzi. Ustaleni rovnovahy mezi sondou v gelu a sondou v roztoku miizeme
pozorovat i na Obr. 25.
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Obr. 25: Srovndni zdavislosti navdzaného mnozstvi sondy ATTO v gelu na case. Vievo jsou data pro gely

H1, vpravo pro H2. Sonda byla pivodné v 0,15 M roztoku NaCl.
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Obr. 26: Srovnani zavislosti navdzaného mnozstvi sondy v gelu na case. Vlevo jsou data pro gely H4,

vpravo pro H5. Sonda byla piivodné v 0,15 M roztoku NaCl.

Obr. 25 a Obr. 26 zobrazuje mnozstvi navazaného mnozstvi sondy v umol na 1 kg gelu
Vv zavislosti na ¢ase. Po prvnich 24 hodinach od vymény supernatantu za roztok se sondou
dochazi k vysokému skoku v navazani sondy do gelu. Méfeni po 2 dnech u gelt H4 potom
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vykazuje mens$i mnozstvi navazané sondy, a tudiz i zpomaleni rychlosti difuze. Béhem dalSich
dni se mnozstvi navazaného barviva pfili§ neméni a hodnoty zlstavaji témét konstantni. U gelt
HS5 dojde také ke zpomaleni, ale i po 6 dnech dochazi na rozdil od geltt H4 k dal§imu vazani
sondy. AZ po 21 dnech od zafatku meéfeni je navazané mnozstvi sondy srovnatelné
S navazanym mnozstvim u gelti H4. Z tohoto méfeni vyplyva, Ze sonda ATTO ma vyssi difuzni
koeficient u gelt H4 nez u HS5. Gely H4 absorbuji sondu z roztoku uz béhem 5 dnii, kdezto gely
HS5 absorbuji sondu v pribéhu 21 dnd.
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Obr. 27: Prehled zmén koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl pro gely H1. Osa x
predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.
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Obr. 28: Prehled zmén koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl pro gely H2. Osa x
predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.
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Obr. 29: Prehled zmeén koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl pro gely H4. Osa x

predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.
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Obr. 30: Prehled zmén koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl pro gely H5. Osa x

predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.

Hyaluronanové gely s oznac¢enim H4 a HS5 se ve svém chovani oproti gelim H1 a H2 lisi.
Difuzni tok je po 5 dnech od vymény supernatantu za sondu u gelit H4 vyssi nez u gelt HS, ale
op¢t dochazi po 5 dnech k zastaveni difuze a koncentrace sondy v roztoku se dal nemeéni. Opét
ziejm¢ dochéazi k vyrovnani ¢i potlaeni koncentracniho gradientu mezi gelem a roztokem
se sondou. K ustaveni rovnovahy ale nedochazi u geli H5. U téch probiha difuze i po 21 dnech
od vymény supernatantu a koncentrace sondy v roztoku neustale klesa. Rozdil mezi gelem H4
a H5 je v koncentraci pouzitého tenzidu Septonexu, kdy pro gely H4 byl pouzit o koncentraci
200 mM a pro gely H5 o koncentraci 100 mM. Nizsi koncentrace tenzidu muze mit stejny vliv
na difuzi sondy do gelu jako tomu bylo u dextranovych gelti, kdy mensi mnozstvi tenzidu,
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respektive jeho micel pravdépodobné umoziluje navazani vétsiho mnozstvi sondy. Sondé¢ je
tedy vlivem mensiho mnoZzstvi micel obsazenych v pérech gelu méné branéno v pronikéani
témito pory a do téchto porh se ji vleze vice. U dextranovych gelti se rozdil v koncentraci
pouzitého tenzidu projevil v difuznich koeficientech. Dextranovy gel s niz§i koncentraci
tenzidu byl teoreticky mén¢ zesitovan, barvivo do néj pronikalo snaze a difuzni koeficient byl
vys$si. U hyaluronanovych hydrogeld je tomu ovSem naopak. Gel vytvotfeny tenzidem o nizsi
koncentraci ma difuzni koeficient niz§i, stejné tak je tomu i u koeficientu a. Je mozné,
ze U hyaluronanovych hydrogelti zpisobuje piebytek tenzidu, ktery nebyl spotiebovan
na zesitovani, tvorbu micel uvnitt péra gelu. Tyto micely nebrani navazani sondy do gelu, ale
naopak je mozné, ze dochdzi k jakémusi vtahovani barviva dovnitf téchto micel, pokud toto
barvivo jiz v micelach v roztoku neni, coz je pravé ptipad ATTO v roztoku NaCl.
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Obr. 31: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl. Graf
vlevo ukazuje zavislost geli H4. Vpravo je zavislost geli H5. Vybrané koncentrace: 0,1; 0,5; 1; 3; 5 a
7 uM.

Tabulka 8 zobrazuje veskeré vypocitané koeficienty pro hyaluronanové gely se sondou
ATTO 488 v roztoku NaCl. Vice zesitované hyaluronanové hydrogely obecné vykazuji vyssi
koeficienty. Gely H1 a H4, které byly zesitované 200 mM Septonexem maji oproti méné
zesitovanym gelim H2 a HS difuzni koeficienty a koeficienty a vyS$$i. U dextranovych
hydrogeli tomu bylo pravé naopak. Jak jiz bylo zminéno, u dextranovych hydrogelt
pravdépodobné plati pravidlo, Ze volny pfebytek tenzidu SDS uvniti struktury gelu brani
navazani dalsiho mnozstvi sondy. Kdezto Septonex u hyaluronanovych geld toto vazani sondy
podporuje a vypada to, ze dochazi k jakémusi vtahovani sondy z roztoku do téchto prazdnych
micel. Typ tenzidu tu ziejmé hraje velkou roli nejen svoji pocate¢ni koncentraci k zesitovani
biopolymeru na hydrogel. Tenzid SDS ma kritickou micelarni koncentraci ~8 mM [61], [69]
a Vv zavislosti na teploté a iontové sile je jeho agregacni Cislo 50 az 70 [69], [70]. Na rozdil
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od SDS ma Septonex daleko nizsi kritickou micelarni koncentraci ~0,8 mM [70], [71],[72]
a jeho agregacni Cislo je <10 [73]. Velikost jednotlivych micel tenzidu tedy muze v difuzi sondy
do gelu hrat také velkou roli. Agregaty SDS jsou tvoifeny mnohem vice molekulami, nez je
tomu u Septonexu, takze se jich teoreticky do pora gelu vieze méné a na sondu v roztoku nemaji
takovy vliv. Naopak micely Septonexu jsou tvofeny méné¢ molekulami, takze jich teoreticky
muze byt v pérech gelu vice, takze mohou vice ovliviiovat difuzni charakteristiky sondy.

Tabulka 8: Zjistené difuzni koeficienty a koeficienty a pro sondu ATTO 488 v roztoku 0,15 M NaCl
U hyaluronanovych geli H1, H2, H4, H5.

Naméfené difuzni koeficienty ATTO 488 v NaCl [m?/s]
H1 1,21:10°
H2 4,14-101°
H4 7,17-10°1°
H5 5,26-101°
Koeficient a [-]
H1 0,395
H2 0,349
H4 0,417
H5 0,344

Obecné plati, Ze je difuzni koeficient neptfimo umérny viskozité prostiedi. Pokud bychom
uvazovali to, Ze ¢im vice zesitovany hyaluronanovy hydrogel je, tim vice by mél byt
visk6znéjsi a tim padem by mél snizovat difuzni koeficient. Toto pravidlo se da aplikovat
na vysledky difuznich koeficienti a koeficientd a u dextranovych hydrogeli. U nich plati,
Struktura vice zesitovanych dextranovych hydrogeltt mize byt vice rigidni, takze klade vétsi
odpor vuci difuzi sondy. Tato teorie se vSak nedé aplikovat na tyto hyaluronanové hydrogely.
Difuzni koeficienty i koeficienty a jsou vyssi u vice zesitovanych hydrogelt (H1, H4). Je
mozné, ze pravé prebytek tenzidu, konkrétné Septonexu, ktery se neucastni sitovani
biopolymeru, zlstavd ve vytvofenych porech gelu. Misto aby difuzi barviva branil, dochazi
pravdépodobné k urychlovani difuze do gelu a je mozné, Ze tyto prazdné micely Septonexu
barvivo do sebe ,,vtahuji* a zvySuji tak nejen difuzni koeficient, ale 1 koeficienty a. Zajimavy
je 1 fakt, Ze koeficienty a se u rozdilné zesitovanych dextranovych hydrogeld velmi lisi
(Tabulka 6), kdezto u hyaluronanovych hydrogeli se sondou ATTO neni tento rozdil tak
vysoky. Rozdil vtéchto koeficientech muze byt, krom¢ rozdilného chovani tenzidi,
pravdépodobné zplisoben i rozdilnou strukturou a vétvenim jednotlivych biopolymerd.
Hyaluronan tvoti dlouhé fetézce, které se pomoci tenzidu zesit'uji a propoji, zatimco dextran
se navic velmi vétvi, takZe po zesitovani miize vykazovat daleko komplikovanéjsi propojeni
jednotlivych fetézct.
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5.4. Hyaluronanové hydrogely se sondou ATTO 488 v Septonexu

Pro Sir$i studium difuznich charakteristik byla sonda ATTO 488 zkoumana v kombinaci
s hyaluronanovymi hydrogely v né€kolika riiznych prostfedich. Byla zkouména nejen v 0,15 M
roztoku NacCl, ale i v roztocich 200 mM a 100 mM Septonexu. Supernatant byl z usazenych
hydrogelt odlit a gel se nasledné zalil roztokem sondy v tenzidu. Gely H1 a H4 byly zality
sondou ATTO v 200 mM roztoku Septonexu a gely H2 a H5 byly zality sondou ve 100 mM
roztoku tenzidu. Tyto koncentrace byly vybrany z toho diivodu, Ze gely H1 a H4 jsou sitovany
pravé 200 mM Septonexem a gely H2 a HS jsou sitovany 100 mM Septonexem. Absorbance
roztokd nad gelem byla ndsledné¢ métena po 24 hodinach, 2, 5, 6, 14 a 64 dnech. M¢éteni
po 64 dnech bylo provedeno pro orientacni zjisténi, zda v gelech dochazi i po tolika dnech
k difuzi barviva, poptipad¢ jestli nedochazi k degradaci gelti ¢i sondy vlivem roztoku.
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Obr. 32: Prehled zmén koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku Septonexu. Osa x predstavuje piivodni
koncentrace sondy Vv roztoku. Nahore jsou data pro gely HI s ATTO v 200 mM roztoku. Dole jsou data
pro gely H2 s ATTO ve 100 mM roztoku Septonexu.
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U geltt H1 i H2 dochazi po 5 dnech k ustaveni rovnovahy mezi barvivem v gelu a v roztoku
tenzidu. U vysSich pocatecnich koncentraci sondy u geltt HI dochézi po 5 dnech k navazani
V priméru 25 % mnozstvi sondy z roztoku do gelu. Nasledujici dny se métena absorbance,
atedy i mnozstvi sondy v roztoku, pfili§ neméni. Ke zméné¢ dochdzi az po 64 dnech, kdy
dochazi opét ke snizeni absorbance roztoku. Po tolika dnech vSak neni jisté, jestli se nejedna
0 moznou degradaci barviva, poptipadé pokud nedochazi k mozné degradaci hydrogelu vlivem
dalsiho Septonexu v roztoku nad gelem. Podobné¢ je tomu i u geld H2. Po 5 dnech
se pravdépodobné ustavi rovnovaha mezi mnozstvim sondy v gelu a v roztoku. Rozdil je vSak
v rychlosti absorpce sondy do gelu. U geltt H1 dochazi k vazani sondy rychleji nez u geltt H2,
coz potvrzuji 1 vypocitané difuzni koeficienty. Rozdil v rychlosti navazani vSak neni
tak rozdilny jako tomu je u geltt HI a H2 se sondou ATTO v roztoku 0,15 M NaCl.
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Obr. 33: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku tenzidu Septonexu.
Graf vlevo ukazuje zavislost toku sondy u gelit HI. Vpravo je zavislost toku sondy u gelii H2. Vybrané
koncentrace: 0,1; 0,5, 1; 3; 5a 7 uM.

Oproti hyaluronanovym hydrogelim se sondou ATTO v NaCl neni rozdil mezi difuznimi
toky, potazmo difuznimi koeficienty mezi gely Hl a H2 tak markantni (viz. Tabulka 9). Je
mozné, ze tento rozdil je ¢astecné eliminovan roztokem Septonexu, ve kterém je rozpuSténa
sonda. Jelikoz je kriticka micelarni koncentrace Septonexu ~0.8 mM [70], [71], [72], roztoky
Septonexu o koncentraci 100 a 200 MM jsou vysoko nad touto koncentraci, tudiz budou
molekuly tenzidu tvofit micely. Sonda v tomto roztoku se tak miize teoreticky nachdzet
ve volné rozpusténé forme, nebo muze byt obsazena ve vzniklych micelach. Mensi mnozstvi
volné sondy muze byt vtahovano prazdnymi micelami uvnitt pora gelu, ale vétSi mnozstvi
sondy obsazené v roztoku uvnitf micel ma omezenou mobilitu, coZ teoreticky mlize zptsobovat
snizeni difuzniho koeficientu a jejich ¢aste¢né vyrovnani.

57



® Puvodni koncentrace
6 - m 24 hodin
=2 dny
5 1 5 dnt
5 H6 dnu
g 41 wm14dnd
TEJ 3 4 ®m64dna
=
o 2
1 .
0 |
0,1 0,3 0,5 0,7 0,8 0,9 1 3 5 7

Co [mM]

Obr. 34: Prehled zmén koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 200 mM Septonexu pro gely H4. Osa x

predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.
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Obr. 35: Prehled zmén koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku 100 mM Septonexu pro gely H5. Osa x
predstavuje piivodni koncentrace sondy V roztoku.

K ustaveni rovnovahy, ¢i zastaveni difuze dochéazi i u geld H4 a H5 se sondou ATTO
v roztoku Septonexu (pripravenych z LMW hyaluronanu) po 5 dnech od vymény supernatantu
stejné jako u gelt H1 a H2 (HMW hyaluronan). Na nasledujicim Obr. 36 muzeme vidét
zavislost difuzniho toku sondy ATTO pro gely H4 a HS. Gely H4 mély tuto sondu v roztoku
200 mM Septonexu a gely H5 ve 100 mM roztoku tohoto tenzidu. Difuzni tok je opét vyssi
u vice zesitovaného gelu H4. Stejné tak je tomu i s koeficientem «, ktery ale nema tak velky
rozdil jako geltt H1, H2 s tentyZ sondou v tenzidu.
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Obr. 36: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy ATTO 488 v roztoku tenzidu Septonexu.
Graf'vievo ukazuje zdavislost toku sondy u geliit HA. Vpravo je zavislost toku sondy u gelit H5. Vybrané
koncentrace: 0,1; 0,5, 1; 3; 5 a 7 uM.

Tabulka 9: Zjisténé difuzni koeficienty a koeficienty a pro sondu ATTO 488 v roztoku tenzidu Septonexu
U hyaluronanovych geli H1, H2, H4, H5.

Namérené difuzni koeficienty ATTO 488 v Septonexu [m?/s]
H1 5,93-10-10
H2 5,69:10-10
H4 4,78-1010
H5 4,42-1010
Koeficient a [-]
H1 0,448
H2 0,320
H4 0,392
H5 0,319

Hyaluronanové hydrogely se sondou ATTO v roztoku tenzidu maji navzdjem pomérné
podobné difuzni koeficienty na rozdil od téze sondy, ale v roztoku 0,15 M NaCl. Rozdil
v difuznich koeficientech mize vyrovnavat pravé pritomnost micel v roztoku tenzidu,
ve kterém je rozpusténa i sonda. V roztoku dojde pravdépodobné k tomu, Ze ptitomné micely
do sebe vtahnou rozpusténou sondu a dojde k jejimu zakoncentrovani v t€chto micelach. Pokud
je barvivo rozpusténé pouze v 0,15 M roztoku NaCl dochazi k jeho volnému vtahovani
do struktury gelu, v roztoku mu prakticky nic nebrani a difuzni koeficienty jsou pro ATTO
v NaCl pomérné vysoké. Naopak, pokud je barvivo uz v roztoku obsazené v miceldch tenzidu
jeho difundovani do gelu probiha mnohem pomaleji vzhledem k velkym agregatim micel.
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Navic v porech gelu jsou pravdépodobné navazany dalsi, prazdné micely tenzidu, které brani
vnikani dalSich micel tenzidu i s obsahem sondy. Potazmo se da fict, Ze tyto pory jsou ¢asteéné
,»obsazené* prazdnymi micelami. I tak ale dochazi k difuzi barviva do struktury gelu. Dokonce

se tak d¢je i o trochu rychleji, nez je tomu ve vodném prostiedi.
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Obr. 37: Srovnani zavislosti navazaného mnozstvi sondy ATTO v gelu na case. Vievo jsou data pro gely

HI, vpravo pro H2. Sonda byla piivodné v roztoku 200 mM a 100 mM Septonexu.
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Obr. 38: Srovndni zavislosti navazaného mnozstvi sondy ATTO v gelu na case. Vievo jsou data pro gely

H4, vpravo pro HS. Sonda byla piivodné v roztoku 200 mM a 100 mM Septonexu.
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Pii porovnani rychlosti difuze sondy ATTO 488 ve vodném prosttedi a Vv systémech
hydrogel-roztok, zjistime, ze difuzni koeficient této sondy je ve vodném prostiedi nizsi. Jeji
naméfend hodnota ve vodném prostiedi je 4,0-101°m?/s [61]. Experimentalné zjisténé
a vypocitané hodnoty difuznich koeficienti pii difuzi sondy ATTO do gelu jsou vyssi nez
ve vodném prostiedi. Nejvyssi hodnoty difuznich koeficient byly zjistény v systémech gel —
ATTO 488 v 0,15 M roztoku NaCl. Hodnoty téchto difuznich koeficientti pfevysuji i hodnoty
sondy V tenzidu. Hodnoty difuznich koeficienti ATTO v NaCl shrnuje Tabulka 8. Sonda
se v roztoku NaCl nachazi ve volné, rozpusténé formé. Jeji difuzi do gelu a tim i difuzni
koeficient mohou zvySovat ,,prazdné* micely, které jsou inkorporované do porovité struktury
hydrogelu. Tyto micely mohou pravdépodobné aktivné vazat, ¢i potazmo vtahovat volné
barvivo z roztoku. Krom¢ vtahovani barviva do micel mize dochazet i k samovolnému
pronikéni rozpusténych molekul barviva do struktury gelu a tim jsou vysledné difuzni
koeficienty oproti ostatnim tak vysoké.

Nizs$i difuzni koeficienty sondy ATTO 488, ale potad vyssi nez ve vodném prostiedi, maji
systémy se sondou v roztoku tenzidu Septonexu. Difuzni koeficienty sondy ATTO v tenzidu
uvadi Tabulka 9. U téchto systému se v roztoku nevyskytuje sonda ve volné formé
v samostatnych molekulach, ale je ziejmée soucasti vyskytujicich se micel tenzidu. Vyssi difuzni
koeficient sondy, nez je ve vodném roztoku miize byt zpisoben interakcemi micel s gelem.
Difuze sondy neni hnana jen koncentra¢nim gradientem, ale ptisobi i vliv naboje biopolymeru
a tenzidu ¢i jiné interakce mezi sondou a hydrogelem. Tento mechanismus difuze, kdy je
barvivo pravdépodobné v micelach a stéle je vtahovano do gelu, mize byt ovliviiovan i poctem
molekul tenzidu tvoticich micelu ¢i pomérem mezi molekulami barviva a po¢tem micel. Jistou
roli maze hrat teoreticky pomér naboje mezi tenzidem a polymerem, ktery je u geli H1 a H4
~4 au geltt H2 a H5 ~2. Cim je tento pomér nizsi, tim vice tenzidu je spotfebovano na zesitovéani
biopolymeru a mén¢ ho zlstava ve struktufe hydrogelu.

Koeficienty a, které udavaji jakysi pomér mezi poc¢atecni koncentraci sondy v roztoku a jeji
koncentraci na rozhrani gelu a roztoku se odvijeji od difuznich koeficientt, ale ¢astecné se lisi.
Koeficienty o vychazeji z rovnice (5) a (6). Pfedpokladem je, Ze se a S Casem neméni a neméni
se ani s pocatecni koncentraci sondy. Difuzni toky v zavislosti na pocateéni koncentraci
vychazeji linearné, z cehoz usuzujeme, ze se o tedy neméni, mize to ale znamenat to, Ze se tyto
koeficienty také méni linedrné€ s po€atecni koncentraci. Bylo zjiSténo, Ze neni pravidlem ¢im
vys$i difuzni koeficient, tim vysSi koeficient a. Jednotlivé koeficienty se od sebe lehce lisi.
Koeficienty o vychazejici z naméfenych dat jsou zpravidla vys$i u vice zesitovanych
hyaluronanovych hydrogelt (viz. Tabulka 8 a Tabulka 9), coz jsou gely H1 a H4. Koeficient o
bude s nejvyssi pravdépodobnosti nejvic ovliviiovan hlavné samotnou strukturou hydrogelu,
tedy typem biopolymeru a jeho vétvenim a také stupném zesitovani. U hyaluronanovych
hydrogeld je mozné, ze ¢im vic je biopolymer zesitovan, tim vic obsahuje na rozhrani port,
které pojmou vic sondy a vytvofti tak ¢elo difuze, ze kterého sonda prostupuje dal do gelu.
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5.5. Hyaluronanové hydrogely se sondou nilska ¢erven v Septonexu

DalSim pfedmétem studia bylo zjisténi difuznich koeficienti sondy nilské cervené
V hyaluronanovych hydrogelech. Po ustaleni hydrogelti na dné vialky byl supernatant odlit
ana gely bylo pfidano 5 ml roztoku se sondou NR. U geli H1 a H4 byla sonda v roztoku
200 mM Septonexu a u gelt H2 a HS5 v roztoku 100 mM Septonexu. Koncentrace tenzidu
v roztoku sondy byly opét voleny podle koncentrace tenzidu pouzitého pro zesitovani
hydrogelu. M¢feni absorbance roztoku probihalo po 24 hodinach, 2, 5, 6 a 50 dnech.
Po 50 dnech od vymény supernatantu byla absorbance roztoku métena pouze pro orientacni
zjisténi dalSich probihajicich déji v systémech hydrogel — roztok se sondou. Tyto hodnoty
nebyly zapoc€itdvany do celkového difuzniho koeficientu.
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Obr. 39: Prehled zmén koncentraci sondy NR v roztoku 200 mM Septonexu pro gely H1. Osa x

predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.
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Obr. 40: Prehled zmén koncentraci sondy NR v roztoku 100 mM Septonexu pro gely H2. Osa x

predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.
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U gelti H1 s nilskou ¢erveni v roztoku 200 mM Septonexu dochazi po 6 dnech od vymény
supernatantu u vysSich pocatecnich koncentraci k absorpci pres 40 % barviva. Data ziskana
béhem prvnich 6 dni od vymény supernatantu naznacuji svym zpomalenim absorpce, Ze opét
dochazi k ustaveni rovnovahy jako tomu bylo i u hyaluronanovych gelii se sondou ATTO.
Z technickych divodii bohuzel nebylo mozné tyto roztoky zméfit i béhem dalSich dni pro
potvrzeni ustaleni koncentrace v roztoku a v gelu. Méteni po 50 dnech vykazuje dalsi ubytek
koncentrace sondy z roztoku, avsak po tolika dnech neni jisté, zda se stale uplatiiuji transportni
mechanismy, nebo jestli dochazi k degradaci gelu. Obdobnd situace nastala i u gela
se sondou ATTO 488 (Obr. 32). Gely H2 se sondou ve 100 mM roztoku Septonexu maji
podobnou rychlost absorpce sondy do struktury gelu jako je tomu u geld H1, coz ostatné
potvrzuji 1 vypocitané difuzni koeficienty, které se od sebe pfili§ nelisi.
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Obr. 41: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy NR v roztoku tenzidu Septonexu. Graf
vlevo ukazuje zavislost toku sondy u gelit H1. Vpravo je zavislost toku sondy u gelu H2. Vybrané
koncentrace: 0,1; 0,5, 1; 3; 5a 7 uM.

Jak muzeme z Obr. 41 vidét, difuzni toky jednotlivych systémi sondy s gely H1 a H2 jsou
si navzajem velmi podobné. Vysledné difuzni koeficienty, které vychazeji i z hodnot difuznich
tokti se u geltt H1 a H2 s nilskou Cerveni se 1181 jen minimaln€. Minimalni rozdil mtze byt opét
zpusoben piitomnosti micel v roztoku se sondou. Koncentrace tenzidu v roztoku sondy je porad
vysoko nad kritickou micelarni koncentraci, takze snad naprosta vétSina Septonexu bude
ve formé& micel. V téchto micelach pak bude obsazend sonda, kterd bude do gelu difundovat
v ramci celych micel. Rozdil v difuznich koeficientech pak pravdépodobné tvoii jen rozdilné
zesitovani hydrogelu. Se zesitovanim souvisi 1 teoreticky pomér niboje mezi tenzidem
a polymerem. Hydrogely H1 zesitované 200 mM Septonexem maji pomér ~4 a hydrogely H2
zesitované 100 mM Septonexem maji tento pomér ~2.
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Obr. 42: Prehled zmén koncentraci sondy NR v roztoku 200 mM Septonexu pro gely H4. Osa x
predstavuje piivodni koncentrace sondy V roztoku.
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Obr. 43: Prehled zmén koncentraci sondy NR v roztoku 100 mM Septonexu pro gely H5. Osa x

predstavuje piivodni koncentrace sondy v roztoku.

Gely H4 a H5 tvofené nizkomolekularnim hyaluronanem vykazuji také mezi 5. a 6. dnem
meéfeni zpomaleni absorpce a opét to vypadd na ustaveni rovnovahy jako u ostatnich
hyaluronanovych geld. Absorpce sondy u hydrogelt H4 je vyssi oproti gelim H5. Rozdil
v difuznim koeficientu mezi gely H4 a HS je vétsi nez u H1 a H2. Tento rozdil mize byt
zpisoben odlisnou délkou fetézcli vysokomolekularniho a nizkomolekularniho hyaluronanu
Vv souvislosti s teoretickym pomérem naboje mezi tenzidem a polymerem.
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Obr. 44: Zavislost difuzniho toku na piivodni koncentraci sondy NR v roztoku tenzidu Septonexu. Graf
vievo ukazuje zdavislost toku sondy u gelii HA. Vpravo je zavislost toku sondy u gelii H5. Vybrané
koncentrace: 0,1; 0,5, 1; 3; 5 a 7 uM.

Z Obr. 44 miZe na prvni pohled vyplyvat, Ze difuzni toky jsou u geltt H5 vyssi nez u gelt
H4. Difuzni toky jsou skute¢né vyssi nez u gelt H4, ale plati to pouze pro 2 nejvyssi
koncentrace pouzité sondy (5 a 7 uM). Difuzni toky ostatnich koncentraci jsou pak vyssi u gela
H4. Vysledny difuzni koeficient potom potvrzuje, Ze rychlost absorpce sondy NR do gelu je
vy$si u geli H4. Nejvétsi rozdil mezi gely H4 a HS v absorpci barviva je v jednotlivych dnech.
H4 absorbuje vice sondy béhem prvnich 5 dnli a potom se tok zpomali. H5S ma potom o trochu
vy$si difuzni tok po 5. dni, ale jen u vysSich koncentraci sondy.

Tabulka 10: Zjistené difuzni koeficienty a koeficienty o pro sondu nilskd cerven v roztoku tenzidu
Septonexu U Ayaluronanovych gelu HI, H2, H4, H5.

Namérené difuzni koeficienty NR v Septonexu [m?/s]
H1 7,86-10°10
H2 7,40-10-10
H4 5,53-101°
H5 4,28-1010
Koeficient a [-]
H1 0,337
H2 0,321
H4 0,312
H5 0,308
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Obr. 45: Srovnani zavislosti navdazaného mnozstvi sondy NR V gelu na case. Vlevo jsou data pro gely
H1, vpravo pro H2. Sonda byla piivodné v roztoku 200 mM a 100 mM Septonexu.
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Obr. 46: Srovndni zavislosti navazaného mnozstvi sondy NR V gelu na case. Vievo jsou data pro gely
HA4, vpravo pro H5. Sonda byla piivodné v roztoku 200 mM a 100 mM Septonexu.

Namétené difuzni koeficienty a koeficienty o pro sondu nilské cervené shrnuje Tabulka 10.
Nilska ¢erven v roztoku tenzidu se chova podobné jako sonda ATTO 488 v roztoku tenzidu.
Pfi srovnani sond ATTO i NR v tenzidech a téch stejnych sond v roztoku 0,15 M NacCl,
zjistime, ze pokud je sonda Vv roztoku tenzidu, tak se difuzni koeficienty pfilis nelisi. Rozdil
Unich tvofi pravdépodobné jen rozdilné teoretické pomeéry naboje mezi tenzidem
a biopolymerem, respektive rozdil v koncentraci pouzitého tenzidu pro zesitovani. Vznikajici
micely Vv roztoku obsahuji pfitomné barvivo a vyrovnavaji rozdil v pomérech naboje
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a v rozdiln¢ zesitované struktute. U sondy pouze v roztoku 0,15 M NaCl se nevyskytuji micely
a barvivo je voln¢ rozptylené v roztoku, poptipadé mezi sebou muze tvorit agregaty. Oproti
miceldm jsou tyto molekuly barviva mnohem mensi a snaze difunduji do struktury hydrogelu.
Mohou tedy Iépe pronikat pory hydrogelu.

Pokud srovname ziskané difuzni koeficienty NR v Septonexu s jejim difuznim koeficientem
ve vodném roztoku, jenZ je 3,3-10°1° m?/s, zjistime, Ze vSechny tyto koeficienty jsou vyssi.
Ve vodném prostfedi difuzi NR popohani koncentracni gradient, kdezto v systémech
s hydrogely je tato difuze pravdépodobné popohanéna nejen koncentracnim gradientem, ale
i interakcemi mezi sondou a gelem a dal§imi interakcemi mezi sondou-micelami a gelem-
micelami. VSechny tyto interakce urychluji tok sondy do struktury gelu a tim zvysuji celkovy
difuzni koeficient.

KdyzZ se podivame na zjisténé difuzni koeficienty i koeficienty a pro NR u dextranovych
hydrogelti (Tabulka 7) a na koeficienty NR u hyaluronanovych hydrogelt (Tabulka 10),
muzeme vidét, ze tyto koeficienty vychazeji opacné€. Difuzni koeficienty u hyaluronanovych
geli jsou vyssi u vice zesitovanych gela (H1, H4), ¢ili u gelt, které maji vyssi teoreticky pomér
naboje mezi tenzidem a polymerem. Naopak dextranové hydrogely maji vyssi difuzni
koeficienty u méné zesitovanych geli (D2). Stejné tak je tomu i u koeficientd a. Tento rozdil
muze byt zpisoben hlavné rozdilnou strukturou mezi dextranem a hyaluronanem. Strukturu
a porovitost dextranovych hydrogeli muze ovliviiovat hlavné vétveni jeho molekul.
Vysokomolekuldrni hyaluronan tvoii dlouhé fetézce, nizkomolekularni potom kratsi, bez
boc¢niho vétveni. Struktura hydrogelové sité se mezi t€émito biopolymery bude zasadné¢ lisit. Je
mozné, Ze kdyz je dextran vice rozvétveny, jeho zesitovani nemusi byt Uplné, ve struktuie
mohou zistavat volné, nezesitované fetézce dextranu a mohou se vytvaret vétsi pory S mensi
klikatosti.

5.6. Srovnani s uvoliiovanim barviva z hydrogelu

V ptedchozich letech byl provadén obdobny vyzkum transportnich vlastnosti hydrogelovych
systémil na bazi dextranu a hyaluronanu [74], [75]. Jako sonda byla v téchto systémech pouzita
nilska Cerven. Studie zjistovala difuzni koeficient NR v gelech ,,opacnym® zptisobem, nez je
tomu v této praci. Hydrogely byly pfipravovany stejnym zptsobem jako je popsano v kapitole
4.3.3. Sonda NR vSak byla do hydrogelového systému zakomponovéana hned pii gelaci.
Konkrétné byla rozpusSténa v zasobnim roztoku tenzidu pro ptipravu hydrogelu. Po smichani
biopolymeru a tenzidu vznikaly zabarvené gely obsahujici sondu. Po usazeni gelu na dné vialky
byla méfena absorbance supernatantu, ktery byl po zméteni odlit. Gel se nasledné zalil novym
roztokem tenzidu bez obsahu barviva nebo roztokem 0,15 NaCl. Po riznych ¢asovych
intervalech byla méfena absorbance roztoku nad gelem. Z naméfenych absorbanci byly
nasledné vypocitany koncentrace sondy v roztoku, ze kterych poté vychézely vysledné difuzni
koeficienty. Vysledky téchto studii jsou shrnuty v ¢lanku M. Klu¢akové a kol. [76].
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Tabulka 11: Srovnani difuznich koeficientii NR zjisténych pri difuzi ven z gelu do roztoku a opacné
z roztoku do gelu. Hodnoty difuznich koeficientii pro difuze z gelu do roztoku vychdzeji ze clanku [76].

Zjisténé difuzni koeficienty NR [m?/s]
Difuze z gelu do roztoku Difuze do gelu

Hydrogel Do tenzidu Do NaCl Z tenzidu
D1 6,95-10! 6,95-10"1 4,23-1010
D2 1,21-10 % 1,26-101 4,63-101°
H1 4,72-101! 4,57-10°1% 7,86:1070
H2 1,35-101! 1,18-1071 7,40-1010
H4 6,38:101 6,97-101 5,53-10710
H5 3,29-10% 3,39-101 4281010

Difuzni koeficienty zjisténé pii uvoliiovani barviva z gelu se pohybuji fadové 10, kdezto
u difuze z roztoku do gelu jsou difuzni koeficienty o fad vyssi, tedy 1070, Nejvétsi rozdil
v difuznich koeficientech budou pravdépodobné zplisobovat interakce mezi barvivem
a hydrogelem. Pokud vezmeme difuzi barviva do gelu, dochazi teprve k zapoceti interakci mezi
barvivem a gelem. Mizeme fict, Ze ¢elo difuzni fronty neustale piichazi do ¢istého gelu a sonda
teprve zacind interagovat, proto se bude pohybovat rychleji, nez je tomu u uvoliiovéni barviva
z gelu. Pokud je barvivo uz obsazené ve struktufe gelu, ¢elo difuzni fronty je prakticky
narozhrani gelu a roztoku a barvivo musi navic pfipadné vazby s hydrogelem pierusit
a nasledné musi putovat gelem, ktery uz barvivo obsahuje. Nejvétsi rozdil je tedy zptisoben tim,
jestli barvivo s gelem zac¢ina interagovat nebo uz je obsazeno v hydrogelu.

Dal$im zajimavym faktem je, Ze difuzni koeficienty sondy z gelu do roztoku se pii zméné
roztoku od sebe nelisi. Koeficienty jsou pro tenzid i roztok NaCl témét shodné a na prostiedi,
do kterého sonda difunduje nezéalezi. KdeZto u difuze z roztoku do gelu se jednotlivé difuzni
koeficienty v zavislosti na typu roztoku znacné li§i. Mulzeme uvést konkrétni piiklad,
ato v rozdilu difuznich koeficientd sondy ATTO 488 v roztoku tenzidu a v 0,15 M roztoku
NaCl (Tabulka 8 a Tabulka 9). Pokud difuze probiha z roztoku NaCl, je mnohem rychlejsi, nez
je tomu u roztoku tenzidu. Micely obsazené v tenzidu zadrzuji barvivo, které by mohlo
difundovat a zpomaluji celou rychlost difuze. Mira interakce, ¢i jeji sila mezi barvivem a gelem
pfevazuje nad vlivem roztoku, do kterého bude difundovat. NezaleZi tedy jestli roztok obsahuje
micely, které by mohly sondu aktivné vazat a zrychlovat tak difuzi. Rozdil mezi riznymi
roztoky nad gelem je tedy eliminovan silou interakce mezi barvivem a gelem.

Pokud srovnadme 1 jednotlivé difuzni koeficienty Vv zavislosti na koncentraci pouZitého
tenzidu pro zesitovani, zjistime, Ze pii difuzi z gelu do roztoku je difuzni koeficient vzdy u vice
zesitovaného gelu vyssi (D1, H1, H4). Toto plati i u hyaluronanovych hydrogelt pfi difuzi
z roztoku do gelu. U dextranovych gela jsou difuzni koeficienty pii difuzi z roztoku do gelu
opacné. Sonda NR mé u méné zesitovaného dextranového gelu D2 difuzni koeficient vyssi.
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Je velice zajimavé, Ze zjisténé difuzni koeficienty pro potencidlné méné zesitované
hydrogelové struktury jsou mensi nez pro hydrogely piipravené vice koncentrovanym
tenzidem. Jednim z piedpokladi bylo, ze vice koncentrovany roztok tenzidu pouzity pro
ptipravu hydrogelu zptisobi vice zesitovanou strukturu, jinymi slovy, ze ,.hustota® zesit'ovani
se zvySuje se zvysujici se koncentraci tenzidu v zasobnim roztoku. Reologické testy hydrogela
na bazi hyaluronanu a Septonexu vykazuji zvyseni relaxac¢ni doby v zavislosti na molekulové
hmotnosti hyaluronanu pii pouziti stejné koncentrace tenzidu. Reologické testy dale neodhalily
zadnou zavislost mezi reologickymi vlastnostmi hydrogeli a teoretickym pomérem naboje
mezi tenzidem a biopolymerem [77]. Pfedpokladem je, ze stupen zesitovani se u takto
pfipravenych gelii pfili§ neméni. Pokud jsou nadboje na biopolymeru zesitovanim ptesné
kompenzovany, bude teoreticky pomér naboje mezi tenzidem a polymerem roven 1. V nasem
ptipad¢ je vSak tento pomér u geltt D1, H1 a H4 ~4; u gelt H2, H5 ~2; a u gelu D2 ~1. Snizeni
difuznich koeficienti u geli s niz§Sim pomérem ndboje mize znamenat, ze mnozstvi volnych
micel je také snizeno, tedy méné blokuji pory gelu, a tak je vétsi mnozstvi NR navazané v tzv.
struktufe ,,perlového nahrdelniku® (,,pearl necklace structure®) s limitovanou mobilitou [76].

Z experimentu uvolnovani sondy NR ze struktury gelu do roztoku vyplyva, ze difuzni
koeficienty jsou ovlivnény mnoha faktory, stejné jako je tomu u difuze z roztoku do gelu.
Barvivo (NR) v téchto gelech mtize byt ve formé nanokontejnerd, podobnych micelam, které
jsou zakomponované ve struktuie ,,perlového nahrdelniku® nebo ve formé vice mobilnich
volnych micel ¢i jejich agregati. Difuzni koeficienty NR pii difuzi ven ze struktury gelu
se zvySuji se zvysujici se molekulovou hmotnosti polyelektrolytli a zvySujicim se pomérem
naboje mezi surfaktantem a biopolymerem. Nilska Cerven u geld s vice koncentrovanym
surfaktantem zfejmé difunduje ve formé volnych micel a zalezi i na velikosti téchto micel
v souvislosti s typem surfaktantu. Difuznimi experimenty pii migraci sondy ven z gelu byla
také potvrzena souvislost mezi velikosti micel a zpomalenim jejich mobility v hydrogelech.
Stejné vlivy se pravdépodobné uplatituji i u difuze z roztoku do gelu, kdy difuzni koeficienty
vykazuji stejny trend, a to, ze u vice zesitovanych gelil jsou vyssi. Jak jiz bylo zminéno, jedinou
vyjimku tvofi dextranové hydrogely jak se sondou ATTO, tak s NR. Moznym vysvétlenim
tohoto vysledku je jiné zesiténi v souvislosti srozdilnou strukturou dextranu oproti
hyaluronanu, kdy dextran tvoii rozvétvené tetézce. Vazby a-(1,2), (1,3) a (1,4), ve kterych
se dextran vétvi, mohou dosahovat az 50 % vSech vazeb v molekule. Zatimco molekula
hyaluronanu je tvotfena jen glykosidickymi vazbami B-(1,3) a (1,4) bez vétveni a tvofi tedy
dlouhé fetézce v zavislosti na molekulovou hmotnost. U dextranu miZe po zesitovani vice
difunduje sonda pomaleji. Niz§i koncentrace tenzidu vytvoii méné kompaktni hydrogelovou
strukturu a sonda 1épe pronika do struktury.
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6. ZAVER

Diplomova prace se zabyva difuznimi charakteristikami vybranych barviv v biopolymernich
hydrogelech. Pro studium difuze byla pouzita barviva nilska cervenn a ATTO 488. Nilska cerven
byla vybrana jako zastupce hydrofobnich barviv a ATTO 488 pro hydrofilni vlastnosti.
Biopolymerni hydrogely, ve kterych difuze probihala, byly na bazi kationtového
polyelektrolytu — DEAE-dextranu a aniontového tenzidu SDS a na bazi aniontového
polyelektrolytu — hyaluronanu a kationtového tenzidu Septonex. Pro pfipravu hyaluronanovych
hydrogeli byl pouzivany dva typy hyaluronanu — nizkomolekularni (gely s ozna¢enim H4, H5)
a vysokomolekularni (H1, H2). Podrobné slozeni hydrogeli popisuje Tabulka 5. Zasobni
roztoky Dbiopolymert i tenzidd byly pfipravovany v prosttedi 0,15 M roztoku NaCl
rozpusténého v deionizované vodé. Gely byly pfipravovany smichanim roztoku polymeru
atenzidu vzdy objemové 1:1. Vznikly gel byl pii laboratorni teploté ponechdn k ustaleni
a usazeni na dn¢ vialky. Pfebytecny supernatant byl po usazeni odlit a misto néj bylo piidano
5 ml roztoku obsahujiciho sondu NR nebo ATTO 488 v urcité koncentraci. Nasledné byla
po riznych Casovych intervalech meéfena absorbance roztoku pomoci UV-VIS
spektrofotometru. Z naméfenych hodnot absorbance byly poté vypocitany koncentrace barviva
Vv roztoku, difuzni toky, difuzni koeficienty a koeficienty a.

Pro vétsi variabilitu byla mobilita sond pozorovana ve vice riznych prostiedich. Difuze sond
byla zkoumana v prostiedi 0,15 M roztoku NaCl a v prostiedi tenzidi o riznych koncentracich.
U hyaluronanovych hydrogelti byly sondy v roztocich tenzidu Septonexu o koncentraci
200 mM (gely s oznacenim H1, H4) a 100 mM (H2, H5). U dextranovych hydrogeli byly sondy
ve 400 MM a 100 mM roztoku tenzidu SDS. Nilska ¢ervenn nemohla byt zkoumana pouze
v 0,15 M roztoku NaCl pro jeji nerozpustnost V tomto prostiedi.

Difuzni koeficienty u dextranovych hydrogelt se sondou NR i ATTO 488 ziskané témito
experimenty vychdzeji vyssi u méné zesitovanych geld. Méné& zesitované gely D2 byly
pripraveny smisenim dextranového zasobniho roztoku a tenzidu SDS o koncentraci 100 mM.
Jednou z teorii je, ze ¢im vice koncentrovany tenzid se pouzije pii pfipravé gelu, tim vice
zesitovany hydrogel vznikne. Vice zesitovany hydrogel bude nasledné klast vétsi odpor proti
pohybu barviva pii difuzi a bude snizovat difuzni koeficient. Tato teorie se vSak potvrdila pouze
u dextranovych hydrogeli, kde byly difuzni koeficienty vzdy u vice zesitovanych geld D1 nizsi
(Tabulka 6, Tabulka 7). Dextranové gely v zavislosti na vyssi koncentraci pouzitého tenzidu
Pokud se zamé&fime na rozdil v mobilit¢ NR a ATTO 488, pak ma NR u dextranovych
hydrogelt vyssi difuzni koeficienty, coz je zajimavé vzhledem k tomu, Ze NR je na rozdil
od ATTO 488 hydrofobni. U dextranovych geli je zajimavy i vysledek koeficientl a, ktery
urcuje pomé&r mezi pocatecni koncentraci sondy a jeji koncentraci na rozhrani gelu a roztoku
(ze strany gelu). Cim vys3i je tento koeficient, tim vice sondy ziistava na rozhrani gelu
a roztoku. Barvivo zachycené na rozhrani dal difunduje do gelu a jeho Ubytek je kompenzovan
dal§im barvivem zroztoku. Koncentrace barviva na rozhrani by méla byt konstantni.
Koeficienty a se mezi gely D1 a D2 velmi lisily. Méné zesitované gely D2 dosahovaly daleko
vyssich vysledk téchto koeficientd, coz muze také potvrzovat teorii o rozdilné struktuie gelu
po pouziti rizn€ koncentrovaného tenzidu.
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Teorie, ze které se vychdzelo u dextranovych hydrogelti se nepodatila potvrdit u geli
hyaluronanovych. Zjisténé¢ difuzni koeficienty vychdzeji zcela opacn€, nez je tomu
u dextranovych hydrogelt. Difuzni koeficienty u hyaluronanovych gelti jsou opacné nez
u dextranovych gelll pro ob¢ sondy i pro jejich riizna prostiedi. Vyssi difuzni koeficienty tedy
maji vice zesitované hydrogely H1 a H4, zesitované 200 mM roztokem tenzidu Septonexu.
U téchto systémi neni Uplné jisty mechanizmus difuze sondy do gelu, jelikoz difuzni koeficient
je nepiimo umérny viskozité prostiedi a vice zesitované gely by mély mit vyssi viskozitu.
Pravdépodobnou teorii je, ze u hyaluronanovych geli se difuze barviva aktivné ucastni pouzity
tenzid pfi zesitovani polymeru. S jinym stupném zesitovani izce souvisi teoreticky pomér
naboje mezi tenzidem a biopolymerem. Gely H1 a H4 maji tento pomér ~4, kdezto gely H2
a H5 maji ~2. Cim vys3i je tento pomér, tim vic tenzidu zfistane po zesitovani v supernatantu
a Vv porech gelu ,,mimo sit*. A jelikoz se koncentrace zasobnich roztokl tenzidi pohybuji
vysoko nad kritickou micelarni koncentraci, budou tyto tenzidy ve form¢ micel. Tyto volné
micely v pérech pak mohou pravdépodobn¢ barvivo z roztoku vtahovat a difuzi barviva tim
urychlovat. Pokud namétené difuzni koeficienty sond v gelech srovname s jejich difuznimi
koeficienty ve vodném roztoku, pak koeficienty v gelech maji vyssi hodnoty ¢ili difuze barviva
v gelech probiha rychleji nez ve vodném prostiedi. Vyssi difuzni koeficienty barviva v gelech
mohou tedy podporovat teorii o tom, Ze volné micely v porech gelu difuzi urychluji. Tuto teorii
nejlépe potvrzuji zjisténé difuzni koeficienty hyaluronanovych hydrogela pro sondu ATTO 488
v 0,15 M roztoku NaCl (Tabulka 8). Tyto koeficienty ukazuji, ze difuze sondy ATTO probiha
nejrychleji v roztoku NaCl. V tomto roztoku se sonda vyskytuje ve volné, rozpusténé formé
v samostatnych molekulach a maze volné difundovat do gelu. U téchto difuznich koeficientd
je 1 nejvétsi rozdil mezi odlisné zesitovanymi hydrogely. Koeficienty gelit H1 a H4 jsou
mnohem vys$i nezu H2 a H5, coz je opét pravdépodobné zptisobeno vétsim vyskytem volnych
micel ve struktufe gelu.

Mensi rozdil mezi jednotlivymi difuznimi koeficienty je potom u systémii, kdy bylo barvivo
v roztoku tenzidu. Jak jiz bylo zminéno, veSkeré roztoky tenzidli se pohybuji vysoko nad
kritickou micelarni koncentraci, tyto roztoky budou obsahovat tenzid ve formé micel. V téchto
micelach pak mize byt obsazené barvivo. V tomto piipade¢, kdy je barvivo jiz v micelach
obsazeno, neni uplné zfejmy mechanismus difuze ¢i interakce barviva s gelem nebo micelami.
Je mozné, Ze do struktury gelu jsou vtahovany celé micely, které s gelem interaguji. Barvivo
Vv roztocich tenzidu nemusi byt jen obsazené v micelach, ale mize se vyskytovat i ve volné
formé, ktera je opét aktivné vtahovana do struktury hydrogelu, a tak jsou difuzni koeficienty
stale vyssi nez ve vodném prostiedi. Mensi rozdil difuznich koeficientli v rozdilné
zesitovanych gelech mize byt zptisoben pravé vyskytujicimi se micelami. Tyto micely mohou
castecné vyrovnavat rozdilné koncentrace pouzitého tenzidu pii zesitovani a tim i teoretické
poméry naboji mezi tenzidem a biopolymerem, proto se difuzni koeficienty od sebe nelisi tak
jak je tomu u sondy v roztoku NaCl. Difuzni koeficienty sondy v tenzidu jsou i celkové nizsi
nez sondy v roztoku NaCl. Nizsi difuzni koeficient sondy v tenzidu oproti sond¢ v roztoku NaCl
muze byt zplsoben obsahem prazdnych micel v porech gelu, které¢ brani vazani ¢i vnikani
dalsich micel s obsahem sondy do struktury hydrogelu. Pérovita struktura hydrogelu je tedy
casteCné obsazena prazdnymi micelami, které brani vnikani dalsich micel.
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Koeficienty a u hyaluronovych hydrogelti ¢astecné koresponduji se zjisténymi difuznimi
koeficienty. Zjisténé koeficienty o ukazuji opét na souvislost s koncentraci tenzidu pouzitého
pro zesitovani polymeru. U hydrogell s pouzitim koncentrovanéjsiho tenzidu pro zesitovani
biopolymeru jsou vyss$i nejen difuzni koeficienty ale i koeficienty a. Nejméné se mezi sebou
1isi koeficienty u hyaluronovych gela s nilskou ¢erveni v roztoku tenzidu (Tabulka 10). Tento
mensi rozdil muze souviset s vyssi mobilitou NR v hyaluronanovych gelech, kterou potvrzuji
I jeji vysledné difuzni koeficienty. Vlivem vy$§i mobility barvivo difunduje do gelu rychleji
ana rozhrani gelu a roztoku se ho pfili§ nezakoncentruje. Jinymi slovy se barvivo
pravdépodobné z rozhrani dostava do gelu rychleji nez z roztoku do gelu. Koeficienty o budou
pravdépodobné ovlivnény nejen stupném zesit'ovani a teoretickym pomérem naboje, ale hlavné
strukturou biopolymeru, ze kterého je hydrogel pfipraven.

Studiem difuznich vlastnosti vybranych barviv v biopolymernich hydrogelech bylo tedy
zjisténo, ze difuzni koeficienty ovliviiuje hned nékolik faktorti. Nejvice difuzni koeficienty
ovliviuji pocatecni koncentrace pouzitych tenzida pro zesitovani hydrogelu a s tim souvisejici
teoretické poméry ndboji mezi tenzidem a biopolymerem. Dal§im moznym ovliviiujicim
faktorem je samotna struktura biopolymeru, kdy zalezi na jeho vétveni, které ovliviiuje
vyslednou poérovitost a klikatost hydrogelu. Difuzi ovliviiuje i forma roztoku a vyskyt
ptipadnych micel v roztocich tenzidu.
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8.1.
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8.2.

Mw
Da

O&Q@DB

SEZNAM ZKRATEK A POUZITYCH SYMBOLU

Seznam zkratek
poly(lactic acid), polymlécna kyselina
ring opening polymerization, polymerace za otevieni kruhu
polyglycolic acid, kyselina polyglykolova
diethylaminoethyl
hyaluronic acid, kyselina hyaluronova
polyethylenglykol
polyvinylpyrrolidon
hydroxyethylceluloza
nile red, nilska Cerven
dodecylsiran sodny
low molecular weight, nizkomolekularni
high molecular weight, vysokomolekularni
oznaceni dextranovych hydrogelt zesitovanych 400 mM SDS
oznaceni dextranovych hydrogell zesitovanych 100 mM SDS
HMW hyaluronanové hydrogely zesitované 200 mM Septonexem
HMW hyaluronanové hydrogely zesitované 100 mM Septonexem
LMW hyaluronanové hydrogely zesitované 200 mM Septonexem
LMW hyaluronanové hydrogely zesitované 100 mM Septonexem

Seznam pouzitych symbolu
polymeracni stupeii
molekulova hmotnost
dalton, atomova hmotni jednotka, 1 Da je 1,66 -107% kg
difuzni tok, vychazi z rovnice (4)
difuzni koeficient sondy v gelu
koeficient a, viz. str. 42, rovnice (6)
odmocnina ¢asu
koncentrace
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