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ABSTRAKT

Tato prace v teoretické Casti popisuje Ctyii zakladni kapitoly, kde v prvni byl
popsan obecny piehled gelovych soustav. Dale navazuje na hlavni kapitolu o
kyselin¢ hyaluronové (HA) jakoz to vyznamného zastupce biopolymerti se
Sirokym vyznamem jak v biologii tak i Vv praktickych terapeutickych a
biomedicinskych aplikacich. V této kapitole je podrobné popsdno chemickeé
slozeni HA a jeho struktura v roztoku, ale také chovéani polymerniho klubka
spolu s polyelektorolytickym a reologickym chovanim. Dal$i podstatna kapitola
se zabyva zdkladnimi typy derivath této kyseliny, postupu syntézy a jejich
materidlové a fyzikalné-chemické charakterizace. Posledni kapitola teoretického
radmce je zaméfena na viskozitu a charakteristiku viskozimetrického méieni,
kterou byly studovany polymerni roztoky HA.

PredloZend prace je v praktické Casti zaméfena na studium reologickych
vlastnosti roztokii hyaluronatu sodného. Piedmétem studie bylo pomoci
fyzikdln¢ chemickych metod sledovat chovani hyaluronovych roztoki
Vv zavislosti na koncentraci. Pro bliz§i zkoumani vlivu prostiedi byly testovany
rizné iontové sloZeni rozpoustédla. Z diivodu termodynamickych parametri
toku je dale popisovan vliv rostouci teploty na viskozitu roztokl a take vliv
meéniciho se pH. Na zékladé ziskanych dat z viskozimetrického méteni byly
urceny hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty, které jsou
dilezité¢ pro pochopeni chovani polymerniho klubka a jeho konformacnich
zmen.

Soucasti praktickeé Casti byla také charakterizace povrchové energie pomoci
inverzni plynové chromatografie (SEA), charakterizace praSkové formy kyseliny
hyaluronové na zikladé¢ reologického méfeni, analyza povrchu prasku HA
metodou SEM a studovani procesu probihajiciho ve struktufe pomoci
termogravimetrie.



ABSTRACT

This thesis is divided into 4 theoretical basic parts. Gels systems in general
are described into first part followed by main part regarding hyaluronic acid as
significant biopolymers with wide range of use in biology and also in
therapeutic fields in biomedical applications. There is a chemistry description
and its structure in solution study, but also approach of polymeric coil behaviour
with respect to polyelectrolytical and rheological behaviour aspects. Next part
deals with basic HA derivates, syntehesis description and physico-chemical
characterization. Last theoretical part is mainly focused HA polymeric solution,
by studying of viscosimetric measurement.

Submitted thesis is deeply focused on rheological properties of studied
sodium hyaluronate solution. The main body of practical part is solved by
polymer concentration dependence to rheological sodium hyaluronate solution
study from methodical point of view with respect to physico-chemical
characterization. Therefore, a viscometric measurement is also discussed as a
basic of polymer solution study. Influence of increasing temperature and effect
of pH change to viscosity solution is described further due to thermodynamic
parameters of flow. lonic composition of solvents and chemical modification by
acid and alkaline substances are also mentioned. Based on viscosimetric
measurement data of polymeric coil and conformation changes, intrinsic
viscosity and Huggin's constant were calculated.

Surface energy characterization by inverse gas chromatography (SEA)
approach is also mentioned. HA topography study by scanning electron
microscophy and structure processes by thermogravimetry are described as well.
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1. UVOD

Samotnd aplikace gelli nebo gelovych soustav v materidlovém inzenyrstvi
spada do velice Sirokého spektra riiznych obort. Pouzivaji se piedevSim
inteligentni materialy, jako jsou hydrogely, které maji své uplatnéni napiiklad
Vv I€kaftstvi, jak pfi vyrobé kontaktnich cCocek, ¢i jako nosice 1éCiv s fizenym
uvoliiovanim v oblasti davkovani 1éCiv [1, 2]. Aplikace polymernich bio-
materialll je v sou€asné dobé trendem v rekonstruk¢éni medicing tzv. tkanoveé
inZenyrstvi. Tento obor se zaméfuje na postupy, které regeneruji poskozené ¢i
nemocné tkan¢ a také nahradni tkdn€ uméle pfipravenou cestou. V regenerativni
mediciné je aplikace hydrogelu nedilnou soucésti oSetieni mist, které se tézce
zaceluji a chronickych ran tzv. hydrogelovym krytim. Kryti je schopno
absorbovat sekret zran ale predev§im rehydratovat suchou tkan. Kyselina
hyaluronova (HA) je ¢im dal tim vice studovdna vzhledem k jeji aktivni
vyuzitelnosti v praxi, coZ také dokazuje vysoka Cetnost odbornych publikaci.
Vyvoj a vyzkum prameni z potieb dneSni doby, proto se tento linedrni
polysacharid, vyskytujici se v Zivych organizmech drzi na Spi¢ce popularnosti
v mnoha oborech Iékatstvi [3, 4, 5].

V primyslu se tato kyselina pouziva pifedevsim na bakteridlnim zékladu, ale
Vv prvopocatcich vyzkumu byla ziskavana extrakci, predevsim ze zvifecich tkani.
Pro komer¢ni vyuziti se HA vyskytuje v fadé¢ forem, kde odliSnost je dana
jednak molekulovou hmotnosti, ptivodem, ale také chemickou modifikaci. K
novym aplikacim pfispiva samotna modifikace, kterd méni biologické vlastnosti.
Suzitim chemickych modifikaci je dosazeno napi. zlepSeni reologickych
vlastnosti. V soucasné literatufe je jen z €asti zastoupeno studovani reologického
chovani HA, a proto se tato prace z vétsi ¢asti zabyva problematiku fyzikalnich
vlastnosti biologické a fyziologické funkce roztoku kyseliny hyaluronové.
Ziskané vysledky z praktického méteni viskozit mohou byt uzZite€né pro vyvoj
v biomedicinském priimyslu, ktery se intenzivné zabyva vyvojem nanovléken
HA. Efektivnost produkce hyaluronovych vldken nese veliké mnozstvi fakti,
které jsou pfedmétem dalSich studii s uplatnénim v tkanovém inzenyrstvi [6, 7].



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Viskozimetrické vlastnosti roztokd jsou velice vyznamnym okruhem pro
zdroj informaci o chovani molekul. Na zékladé méteni viskozity je mozné ziskat
parametry jako je napf.: molekulova hmotnost, limitni viskozitni ¢islo, primérna
molekulova hmotnost aj. Pro urcujici parametry reologickych vlastnosti jako je
zéavislost redukované viskozity na koncentraci polymerniho roztoku se pouzivaji
rovnice, at’ uz empirické ¢i odvozené od riznych teoretickych modelti. Aplikaci
rovnic, které se pouzivaji pfi extrapolaci ze ziskanych dat viskozimetrického
méteni jsou: Hugginsova rovnice (Huggins eq.), Kraemerova rovnice (Kraemer
eq.), Schulz-Blaschkeho rovnice (Schulz-Blaschke eq.) a Martinova rovnice
(Martin eq.) [8, 9, 10].

V sou€asné dob¢ se uplatiiuje v hojném zastoupeni pro vyjadieni zavislosti
viskozity na koncentraci Hugginsova rovnice, ze které se pro interpretaci
pouziva tzv. Hugginsova konstanta ky a limitni viskozitni C¢islo [n].
V publikacich se mizeme bézn¢ setkat s konstantami odvozenymi z rovnic, kde
se v mnoha ptipadech diskutuje pravé hodnota ky [9, 11, 12, 13, 14]. U vypoctu
Hugginsovy konstanty se jednd o linearni zavislost redukované viskozity na
koncentraci, kde nam tato konstanta popisuje interakce mezi polymernimi
klubky a rozpoustédlem. Teoretickd hodnota ky byla stanovena jiZ mnoha
odbornymi c¢lanky na pfibliznou hodnotu 0,4, ale odchylky od této hodnoty
mizou byt zplsobeny neidealnim chovanim polymert [15-20].

V literatufe lze najit fadu odbornych publikaci, které se zabyvaji reologickym
chovanim kyseliny hyaluronové. V publikacich jsou jako méfici pfiistroje
predev§im vyuzivany kapilarni nebo rota¢ni viskozimetry [12, 21, 22]. Pro
konkrétni aplikaci ve farmakologii na cilenou distribuci 1é¢iv se hyaluronan
vyuziva jako nosi¢ 1é¢iva, kde jsou hlavni interakce mezi karboxylovymi a
hydroxylovymi skupinami na fetézci. Tato aplikace je nyni ve fazi vyzkumu a
vyvoje pro lé¢bu rakoviny pomoci chemoterapie za vyuziti cytostatik [23].

Vzhledem k praktickému vyuziti také praskové formy kyseliny hyaluronové
Vv riznych primyslovych odvétvich, je dalezité sledovat nestabilitu v jejim toku.
Vzniklé problémy toku, coZ je jiZ uvedena nestabilita, kdy volné tekouci prasek
pfestane téct, jsou V soucasné dobé bézné zadrhely komplikujici jejich
zpracovani. Vlastni manipulace s praskovymi materidly, je béznou soucasti
chemického, farmaceutického, biotechnologického primyslu [24].



3. CILE DISERTACNI PRACE

Cile disertacni prace jsou rozdélené do dvou sekci. Kde v konecném vysledku
se jedna o pochopeni kolektivniho chovani makromolekul HA v kapalné a tuhé
tazi- praskové formé.

V prvni sekci bylo cilem sledovani zmén reologického chovéni roztokové
formy kyseliny hyaluronové. Konformacni zmény piirodnich biopolymert
ovlivituji fadu fyziologickych procesi zivych organizmii. Tyto zmény jsou
modulovany napft.: zménou iontového sloZzeni, pH, teplotou, pfiCcemzZ tyto zmény
probihaji jak na mikro Skale, tak v nékterych piipadech 1 makroskopickych
dimenzich. Jednd se zejména o zmény tercidlnich a kvartérnich nad-
molekularnich struktur. Pro struktury biopolymerti konkrétné
glykosaminoglykanli jsou to degradacni procesy primarnich a sekundarnich
struktur. Tyto zmény konformace ptipadné i konfigurace se projevuji ve zméné
reologického chovani jednak v pfimé blizkosti primarni a sekundarni struktury
biopolymeru v dasledku napi.: kontrakce nebo expanze makromolekularniho

klubka ptipadné zménou tercidlni struktury napft.: zménou dvojité Sroubovice
v klubko.

V druhé sekci se studovala praskova forma této kyseliny. Tato problematika
se jevi z hlediska praktické aplikace jako velice zajimava k vySe uvedenym
roztokovym formam. Znalost povrchovych charakteristik tj. napf.: smacivost a
povrchova energie praskovych forem, najdou své praktické vyuziti pro formy
inhala¢nich kompozic, pro pfipravu a vyrobu tablet doplinki stravy. Pro
problematiku smésovani praskovych forem je dllezita detailni znalost
povrchovych charakteristik pro rizné stupné pokryti povrchu. Pokryti povrchu
pak zasadnim zpisobem ovlivituje tokové vlastnosti a schopnost tabletovani
v konecné aplikacni formé¢.

Hlavnim cilem planované disertatni prace je =ziskani Siroké Skaly
experimentalnich idajii zmén kinematické viskozity vodnych roztoki HA a
jejich zmén vlivem teploty a koncentrace. Na zakladé Hugginsovy rovnice
charakterizovat tokové vlastnosti a rozmér makromolekuldrnich klubek pfi
danych experimentalnich podminkach. Vysledky budou dale teoreticky
zpracovany a statisticky vyhodnoceny. Pro dosazeni cilii k disertaéni praci bylo
nezbytné stanovit nasledujici dil¢i cile:



Prostudovat zakladni problematiky chovani HA v roztoku.

Zvladnout metodiky viskozimetrického méfeni na Ubbelohdeho
viskozimetru.

Vypocitat kinematickou a redukovanou viskozitu pro vSechny sady
vzorka.

Graficky zpracovat Hugginsovu rovnici.

Vypocitat Hugginsovu konstantu a limitni viskozitni ¢islo pro vSechny
sady vzorkli ve 2 rozpoustédlech (0,01 M KCIl a demi- vod¢) pii 3
ruznych teplotach (25 °C, 30 °C a 35°C).

Pozorovat zmény chovani makromolekularnich klubek na zékladé
ptidavki kyselého a zasaditého prostiedi.

Naméfit pH vSech sad vzorkt, které byly sledovany.

Jako dalsi cile vedouci k prostudovani tokovych vlastnosti praS8kové formy
HA a jeji povrchové energie, identifikaci déji spojenych s vyménou tepla a
analyzovani povrchu bylo nezbytné stanovit nasledujici dil¢i cile:

Provést charakterizaci povrchové energie pomoci inverzni plynoveé
chromatografie (SEA).

Studovat tokové vlastnosti praSkovych vzorkdt pomoci praskového
reometru.

Sledovat povrch pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM).
Studovat proces probihajici ve vnitini struktufe pomoci termogravimetrie.
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4. TEORETICKY RAMEC

4.1 Makromolekularni gelova forma hmoty

Definice gelu jsou rtizné a lisi se podle autora, ale jednoduse se da popsat jako
systém, ktery je tvoieny trojrozmérnou siti o makroskopické velikosti. Tato sit’
vytvaii strukturu tvoienou z fetézci makromolekul, kterd souvisle prostupuje
disperznim prosttedim. Za vznik polymerniho gelu je tedy povazovano
samovolné bobtnani polymerni sit¢ ve vhodném rozpoustédle, kdyz je
rozpoustédlem vodné prostiedi vznikd polymerni hydrogel. Pro piipravu
hydrogela jsou zajimavé predevsim materidly pfirozené se vyskytujici, jako je
napi.: kolagen, zelatina, kyselina hyaluronova. [25, 26, 27].

4.1.1 Chemicky a fyzikalné sit'ované gely

Uzly siti vzniklé chemickou reakci nazyvame kovalentnimi sit€émi nebo
piesnéji kovalentné sitované gely. Tyto gely jsou tedy vzniklé v disledku
primarnich vazeb, kde za obecnou chemickou vazbu uvazujeme vazbu
kovalentni, iontovou a také kovovou. Kovalentni gel mizeme brat jako sitovou
strukturu tvofenou chemickymi vazbami, kde tato nekonecnd trojrozmérna
struktura se muze chapat jako makromolekula velikych rozméra [28]. V ptipadé
fyzikaln¢ sitovaného gelu vznikd za pomoci fyzikdlnich sil, kde samotna
struktura je tvofena utvary, které vznikaji spojovanim usekili polymernich
fetézcli do uzlovych oblasti. Makromolekularni fetézce jsou tedy plsobenim
bud’ van der Waalsovych sil, vodikovych vazeb a, nebo polarnich sil sdruzovany
do useku, které plni funkci uzli charakteristické pro fyzikalni spoje [1].

4.2 Kyselina hyaluronova

Hyaluronan nebo také hyaluronat, je sodné stl kyseliny hyaluronové ktera
patii do skupiny glykosaminoglykani (GAG). Tato molekula je
vysokomolekularnim linearnim polysacharidem, ktery se pfirozené vyskytuje
téle se ucastni v celé skale biologickych procesii napt.: proliferace a diferenciace
bunck, kde jsou tyto imunomodulaéni procesy vyuzivany pii procesech hojeni

vvvvvv

ktera ukazuje na neobvyklé reologické vlastnosti a lubrika¢ni ucinky [29, 30,
31].
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4.2.1 Pouzitelnost a vyznam v primyslu

Obecné se da fici, ze hydrofilni chovani, snadna biodegradovatelnost ve
tkdnich a pfedevSim moznost chemické modifikace, stavi tento biopolymer na
piedni pficky ve vyuzZitelnosti v mnoha odvétvich. Bézné¢ se dnes HA vyuziva
pii chirurgickych operacich v oftalmologii jako ochrana jemnych o¢nich tkani a
také k zajisténi potiebného prostoru béhem zakroku. Dalsi z aplikaci je
Vv ortopedii a revmatologii, kde se pouziva pii 1écb¢ revmatoidni artritidy.

Produkty na bazi kyseliny hyaluronové nesou svoji prestiz také ve veterinarni
sféfe pro technické veterindrni prostiedky. V tomto odvétvi slouzi stejné jako
pro lidské télo k 1é€bé pohybového aparatu, hojeni ran a pifi oftalmologickych
problémech. Hitem posledni doby jsou produkty s obsahem kyseliny
hyaluronové pro peroralni podani [32, 33, 34].

4.2.2 Chemické sloZeni a struktura

Z chemického hlediska se jednd o nevétveny mukopolysacharid, ktery je
slozeny z D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu v piesném poméru
1:1. Skupinu sloZzenych sacharidi (mukopolysacharidli). Samotny fetézec
Kyseliny vznika postupnym spojovanim disacharidovych jednotek kyseliny D-
glukuronové (GIcA) a N-acetyl-D-glukosaminem (GIcNAc). Celkova struktura
biopolymeru je vysledkem pravidelné se opakujicich disacharidovych jednotek,
které jsou vzajemné spojeny stiidajici se p-1,3 a -1,4 glykosidickou vazbou
[35, 36].

COOH CH20OH COOH CH3;0H
o. P )—o o ~ #o OH
OH Q OH w
HO HO HO
OH HN CH; OH HN CHs
g g
L o An-1 o

Obrazek 1: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [37].

4.2.3 Struktura v roztoku a reologické chovani

Chovani HA ve fyziologickém roztoku je vyctem mnoha okolnosti a to
piedev§im kombinaci chemické struktury disacharidovych jednotek, vnitinich
vodikovych vazeb a v neposledni fad¢ interakce s rozpoustédlem. Vodny roztok
je zavisly na viskozité, ktera je siln¢ zéavisla na molekulové hmotnosti a
koncentraci roztoku, coz jsou dalsi faktory, které ovlivituji vyslednou strukturu.
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Sekundarni strukturu tvoii polymerni fetézce zaujimajici v roztoku helikalni
konformaci, kde ob& dvé strany fetézce jsou totozné, ale protismerné
orientované tzv. antiparalelni. Molekula HA zaujima v roztoku strukturu ve
formé nahodné svinutého klubka [31, 38, 39]. Kyselina hyaluronova je znama
svymi unikatnimi reologickymi vlastnostmi. Reologické chovani je tizce spjato
s molekulovou hmotnosti a koncentraci rozpusténé HA. Roztoky kyseliny
hyaluronové vykazuji pseudoplastické chovani jiz pti nizkych koncentracich, to
znamend, ze roztoky maji vysokou viskozitu, kterd se postupné snizuje ze
zvysujici se smykovou rychlosti [40, 41].

4.2.4 Konformace polymerniho klubka a polyelektrolytické chovani

Retézec HA obsahuje vazby o riznych typech. Vyskytujici se kovalentni
vazby v glukézovych kruzich jsou pomérné pevné a tim udrzuji staly tvar
cukernatych zbytkl. Tercidlni struktura molekuly neni ndhodna a to pfedevSim
ze sterickych diivodl. Kazdéa disacharidova jednotka je pootocend o 180°, kde
dvéma pootocenimi se dostdva do plivodni konfigurace. Struktura této molekuly
se oznacCuje jako dvakrat stoena Sroubovice (,two-fold helix®) [40, 42].
Molekula HA se ve vodnych roztocich zachovava jako zaporn€ nabity
polyelektrolyt a toto chovani se projevuje zménou konformace, ktera zavisi na
stupni disociace, ktery je charakterizovan pH a iontovou silou [40, 43].

4.3 Chemické modifikace hyaluronanu

Na zdkladé¢ chemické modifikace se daji pfipravit derivaity HA o
pozadovanych vlastnostech, ¢imZz je mozno cilené¢ dosdhnout specifického
chovani pii jednotlivych aplikacich. Fyzikdlni vlastnosti, biokompatibilitu
derivatu a rychlost degradace lze fidit typem chemické vazby, stupném
substituce, umistnénim ligandu na hyaluronan, volbou substituentti na ligandu a
V neposledni fadé pouzitym typem sitovaci reakce. Zamérem chemickych
modifikaci u biopolymert je hlavné zvysit afinitu k nepolarnim u¢innym latkam
[6, 32, 44].

SRy ORS

A B C

Obrazek 2: Linedrni (A), derivovana (B) a zesitovand podoba HA (C) [6].
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Strategie Kk ziskani derivatl se daji popsat tfemi zptisoby: Esterifikaci, pomoci
karbodiimidii, sulfataci. Tyto zdkladni modifikacni postupy jsou pouZzivany
k vytvofeni HA derivati, které jsou vhodné pro pifimé aplikace nebo pro
nasledujici sitovaci procesy. Chemicka modifikace mlize byt provadéna na
vice funk¢nich mistech a to na karboxylové skupiné ¢ COOH), hydroxylové
skupiné €OH) a aminoskupiné¢ €NH,) ve vodném prostiedi. Nekteré modifikace
musi byt uskutecnovany v organickych rozpoustédlech, jako je naptiklad
dimethylsulfoxid (DMSQO), nebo dimethylformamid (DMF) [45].

4.4 Viskozita a viskozimetrie

Viskozita je zdékladni fyzikalni veli¢ina, kterd se tuto praci vyuzila
k charakterizaci kapalin. Tato materidlova konstanta vyjadfuje vnitini tieni
kapaliny neboli miru odporu tekutiny vuci teCeni. Viskozimetrie je tedy
instrumentalni metoda, kterd se zabyva métenim viskozity tekutin. Na zéklad¢
viskozimetrického méteni se dale stanovilo limitni viskozitni Cislo a Hugginsova
konstanta. K charakterizaci viskozit disperznich systému s kapalnym disperznim
prosttedim se vyuzivaji tyto nasledujici veli€iny: Relativni viskozita 7,.; ,
specifickd viskozita 75, redukovana viskozita 7,4, limitni viskozitni ¢islo [7]
[46, 47].

441 Limitni viskozitni ¢islo a Hugginsova konstanta
Samotné urceni limitniho viskozitniho ¢isla [n] vychazi z grafického
zpracovani redukované viskozity a koncentrace, kde nasleduje extrapolace na
nulovou koncentraci méfeného polymeru. Limitni viskozitni ¢islo je isekem na
ose poradnic, kde po extrapolaci piimka tento Usek protne. Pro vypocet
limitniho viskozitniho ¢isla byla zvolena Hugginsova rovnice, ktera vyjadiuje
zavislosti limitniho viskozitniho ¢isla na koncentraci, jejiz definice je popséana
nasledujici rovnici (1),
2 = [n] + kyln]*c (1)

Cc

Hodnota limitniho viskozitniho Cisla roste plisobenim faktorti, které zvétSuji
objem polymerniho klubka. Rozpoustédlo je hlavnim atributem pro ovlivnéni
hodnoty [n]. Hugginsovu konstantu k ur¢ime z rovnice pfimky a to ze smérnice
Ku[m]°. Tato veli¢ina popisuje hydrodynamické a termodynamické interakce
mezi molekulami rozpoustédla a jednotlivymi polymernimi Klubky [8, 9].
Obecné vzato Hugginsova rovnice ndm dava pfimou informaci o konfiguraci a
konformaci polymernich fetézct ve ziedénych rozpoustédlech [48].
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5. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

5.1 Méreni viskozity na Ubbelohdeho viskozimetru, vypocet
limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty

Me¢éieni viskozity bylo provadéno pomoci kapilarniho viskozimetru typu
Ubbelohde (Technosklo, Drzkov, Ceska Republika). Z naméfenych pritokovych
dob jednotlivych roztoki byla dale vypocitana kinematicka viskozita v, ze které
se dale vypocitala specifickd viskozita 7, na zaklad€ dosaZenych vysledki se
stanovila hodnota limitniho viskozitniho ¢isla [n] a Hugginsovy konstanty ky
z rovnice (1).

5.1.1 Stanoveni pH

Pro pfesn¢ métfeni pH jednotlivych koncentraci byl pouzit pH metr typu
Seven Easy selektrodou InLab Routine (Metler Toledo, Svycarsko). Byly
prométeny vSechny koncentrace zakladnich roztoki ve vodném tak i v 0,01 M
KCl rozpoustédle, a také vSechny koncentrace modifikovanych roztoki
upravované 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI. Ptidavky byly ptikapavany do roztoku o
objemu 40 ml mikropipetou, kde objem kapek byl- 15, 30, 75, 150, 225, 300 pl.

5.2 Inverzni plynova chromatografie- SEA

Princip této experimentalni metody spocivd ve sledovani adsorpce mnozZstvi
plynu na povrchu vzorku. Na zdkladé mnozstvi zachyceného plynu na povrchu
zkoumaného vzorku se uréi specificky povrch nami zkoumaného materialu. Plyn
je vsttikovan do kolony tyCového tvaru, ve které se nachazi pevny vzorek a zde
dochazi k interakci par se zkoumanym materialem. Retence je sledovana pomoci
odezvy detektoru plynového chromatografu. Detektor reaguje na pfitomnost
slozky v nosném plynu a vysila signdl, ktery zaregistroval. Pfitomnost slozky je
indikovana méfenim ur€ité vlastnosti plynu prichazejiciho z kolony [49].
Povrchova energie byla charakterizovana pomoci této metody, kde disperzni
slozka povrchové energie yP byla vypocitina na zakladé retencniho c&asu
ziskaného z méfeni inverzni plynové chromatografie pro sérii n- alkanti: Nonan,
oktan, hexan, heptan (Sigma Aldrich USA).
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5.3 Praskova reologie

Studium tokovych vlastnosti bylo pozorovdno pomoci FT4 praSkového
reometru (Freeman Technology, UK). Tokové vlastnosti partikularnich latek
jsou definovany pomoci hodnoty tokové funkce-ff,, ktera udava pomér mezi
hlavnim napétim o a tlakovou pevnosti (mezi kluzu) o, [50]. Experimenty byly
provadény pii pokojové teploté 24° C a relativni vlhkosti 43 %. Jednd se o
patentovanou dynamickou metodu, ktera byla specialn¢ vyvinuta pro pochopeni
chovani praskovych materidlli, kde vyhodnoceni je automatické.

5.4 Elektronova mikroskopie (SEM)

Princip skenovaci elektronové mikroskopie je zaloZeny na ziskéni obrazu
interakce primarniho svazku s povrchem prohlizené¢ho vzorku. Primarni paprsek
elektroni produkovanych Zhavenou katodou se pohybuje po ftadcich na
preparatu a vyrazi sekundarni elektrony. Sekundarni elektrony jsou sniméany
sondou a pievadény na videosignal, ktery je zobrazeny na monitoru [51]. Pro

pozorovani povrchu praskové formy HA byl pouzit skenovaci elektronovy
mikroskop (Hitachi 6600 FEG, Japonsko).

5.5 Termogravimetrie (TG)

Jedna se o zékladni metodu termické analyzy, kterda studuje hmotnost nebo
zmény hmotnosti v zavislosti na teploté, kde vysledkem je termogravimetricka
kiivka. Vybaveni pfistroje pro termogravimetrii obsahuje elektrickou pec,
analytické vahy, nosi¢ vzorkll, zafizeni pro fizeni a méteni teploty, registracni
zafizeni- pocita¢. Obecné pfistroj k méfeni TG miize byt oznacovan jako
termovaha, kterd se sklada z panvicky (platinovéd/korundova) a je zavéSena na
citlivych vahach, které zaznamendvaji zménu hmotnosti daného vzorku.
Metodika slouzi pfedevSim k studovani sloZeni, tepelné stability, rozkladu,
absorbce nebo desorbce, odparovani aj. [52]. Pro nase ucely byly pfipraven
vzorky pro charakterizaci obsahu vlhkosti pomoci DTA-TG, kde analyza byla
provadéna na termogravimetru (Shimadzu DTG 60, Japonsko).
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Priprava vzorki- specifikace roztoki pro viskozimetrii

Pro pfipravu roztokid se pouzivala praskovd forma HA o molekulové
hmotnosti 0,7-0,9 MDa (CPN, Ceska Republika) mikrobiologického ptivodu.
Byly pouzity 2 druhy rozpoustédel, kde prvni fad¢ byla demineralizovana voda
(A) a v druhém piipadé se jednalo o 0,01 M KCI (B). Celkové bylo namichano
pro tyto dvé rozpoustédla 5 ruznych koncentraci (1 g/l; 0,7 g/l, 0,6 g/l; 0,5 g/I;
0,4 g/). Jednotlivé roztoky byly dale modifikovany, pomoci ptidavkl kyselych
a zasaditych roztokd konkrétn¢ 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI, které se ptikapavaly
v poctu 1, 2,5, 10, 15, 20 kapek.

6.2 Inverzni plynova chromatografie (SEA)

Vzorek byl nastiiknut do komory temperované nastiikové kolony (injektoru),
kde se odpafi a je dale ve form¢ par unaSen nosnym plynem az do kolony 0
vnitinim priméru 4 mm a o celkové plose pfiblizng 0,5 m? Okamzitou
koncentraci separovanych latek v nosném plynu indikuje detektor, kde signal
detektoru je vyhodnocovan zc¢asového pribéhu za uréenim druhu
kvantitativniho zastoupeni slozek.

6.3 Praskova reologie

Pro nase méfeni byla pouZita smykova cela slozenda z misky, ktera je
vodorovné poloZena a na ni umisténé vicko, které je v ptipadé FT4 reometru
pohyblivou ¢asti. Vzorek materialu v cele je tedy upevnény a ptisobi na néj
vertikaln€ normalova sila Fy, ktera se piepocitava na normalové napéti 6. Vicko
se pohybuje rotaénim pohybem, ktery tvoti v materidlu smykové napéti t.

6.4 Elektronova mikroskopie SEM

Vzorek praskové formy HA byl suchy bez cizorodych C¢astic, prachu
pfichycen na podlozku. Pii expozici primarnimi elektrony nedochazelo
k nabijeni a vzorek produkoval dostate¢né mnozstvi sekundarnich elektrond.

6.5 Termogravimetrie

Me¢éfeni bylo provadéno v dynamické atmosféfe a inertnim prostfedi dusiku
(N2-50 ml/min) s teplotnim programem 10°C/min V intervalu 40°C - 500 °C. U
vzorku dochdzi vlivem ohtevu definovanou rychlosti k linearnimu ristu teploty
S Casem.
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Viskozimetrické méreni

Vysledky studovanych roztokovych forem vypovidaji o chovéni
makromolekularniho klubka, které jsou vlivem pH, iontového slozeni
rozpoustédla a teploty zapiiinény o zménu charakteru s projevem rozbaleni
nebo stazeni klubka. Na nasledujicim grafu ¢. 1 vlevo je zfejma zména
viskozitniho chovani na zakladé zmény Hugginsovy konstanty v roztoku 0,01 M
KCI. Z grafu je jasné viditelna skokova zména reologického chovani odrazejici
se vV konformacni zméné ze zdvojené Sroubovice na statické klubko pii 30°C.
Soubézné¢ ze zminénymi zménami Hugginsovy konstanty jsou také
korespondujici zmény limitnim viskozitnim cCislim, které jsou evidentni pro
konformaéni zmény makromolekularnich fetézct (graf ¢. 1 vpravo). Z hodnot
limitniho viskozitniho Cisla je patrné, Ze k nartisti dochéazi s rostouci teplotou u
obou sledovanych vzorki a to v konecném vysledkli svéd¢i o zvétSovani
hydrodynamického rozméru makromolekulérniho klubka.

0|6 L T T I I I T T I T
RN . s ) 20 - Prechod dvojita Sroubovice- -
C Pfechod dvojita Sroubovice - S
05 F ~ - statické klubko - . statické P:Iubl-:::\r
04 S 1 __15F -
i ~ (=2 L
03 F s - = C
' o — 10 .
0.2 [ | —®— vodny roztok O - - | —&— vodny roztok
04 | [ Z©— 00IMKC | 5 F|—<— 001M KCl 4
i Cr——_—————————-0
OIO'_II.I_I|IIII|IIII*IIII|II|||||.||_ D_IIII||||||||||||||||||||I||||
24 26 28 30 32 34 36 24 26 28 30 32 34 36
Teplota (°C) Teplota (°C)

Graf 1: Zavislost Hugginsovy konstanty na teploté pro 2 roztoky HA (vlevo) a zavislost

limitniho viskozitniho ¢isla na teploté pro 2 roztoky HA (vpravo).

7.2 Inverzni plynova chromatografie (SEA)

Na zéklad¢ plynové chromatografie byl stanoveny pritbéh povrchoveé energie
pro praskovou formu HA. Pro lepsi ilustraci heterogenity vzorku je vynaSena do
grafu prirGstku plochy Vv zavislosti na povrchové energii (grafu ¢. 3), kde
povrchova energie je charakteristickd Sirokou distribuci celkové povrchové
energie vrozsahu 10-34 mJ/m® smaximem v 18,5 ml/m* a disperzni &ast
povrchové energie je v distribuéni kiivee od 3,3-34,1 mJ/m® Je evidentni, Ze
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polarita povrchu HA je nizké a za chovani odpovida pfedevsim disperzni slozka
povrchové energie, ktera zaujima Sirokou distribuci.
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Graf 2: Distribucni ki'ivka celkové povrchové energie a jeji
komponent pro HA.

7.3 Praskova reologie

Vysledkem méfeni je graf zavislosti smykoveého napéti (1) na normalovém
napéti (o) viz graf ¢. 4, kde k vyhodnoceni je nutné sestrojit Mohrovy kruznice,
které charakterizuji rozlozené napéti v konsolidovaném vzorku. Index toku=
tokovost, je vypocitand na ff;=3,24, sypkost prasku HA se tedy zatazuje do
kategorie soudrznych materiala.

10

Smykove napéti (kPa)

D||||I||||I||||I||||I||
0 4 8 12 16

Normalové napéti (kPa)

Graf 3: Tokova krivka spolu s Mohrovymi kruznicemi
pro prdskovou formu HA.
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7.4 SEM

Snimek ze skenovaciho rastrovaciho mikroskopu je na obrazku 3, kde se
vzorek HA vyznacuje piedevsim kulovitym a valcovitym tvarem ptiblizné 70
um Sirokym v primeéru.

s_s_k_h-02 1.0kV 6.5mm x700 SE

Obrazek 3: Snimek praskové formy HA ze SEM.

7.1 Termogravimetrie

Vysledkem je termogravimetrickd kiivka rozd€lena na tii regiony, kde se
stoupajici teplotou je prvné viditelny ubytek hmotnosti, ktery zac¢ina s pocatkem
samotné termogravimetrické analyzy a kon¢i pii 180°C (voda zaujimala 13,72

hm. %). Poté probiha termicky rozklad pro degradaci polysacharidii v regionu 2
180°C- 300°C, kde je dilci ubytek hmotnosti je 38,55 hm. %.

100

hmotnost (w.%)
3 &

N
o

100 200 300 400 500
teplota (°C)

Graf 4: Termogravimetricka krivka pro praskovou
formu HA.
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8. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Disertacni prace predstavuje piinos v oblasti védniho oboru a oblasti praxe
pfedevSim v odvétvi klinické mediciny. Obecné mnozstvi hyaluronanu
Vv lidském téle je ptiblizn¢ 10 g u dospé€lého jedince, kde se z 50% nachazi
V kozni tkdni (dermis a epidermis) a dale v synovidlni tekutiné v kloubech,
pupedni $ntife a oénim sklivci. Uloha hyaluronanu v organismu je silné zavisla
na molekulové hmotnosti a tedy 1 na jeho koncentraci. Je védecky dokazano, Ze
biologicka aktivita HA roste se snizujici se molekulovou hmotnosti.
Vysokomolekularni HA (nad 1,5 mil. Da)piedstavuje hlavné organizacni a
strukturni jednotku pro zajisténi mechanické odolnosti pravé v synovialni
tekutiné nebo o¢nim sklivci. Naproti tomu nizkomolekularni HA (od 0,5-0,7
mil. Da) je spojovano s biologickou aktivitou a ma vliv na pochody v tkéanich a
buinikach. Vzhledem k dilezité roli HA jakoZto slozky mezibuné¢né hmoty, jsou

jeji vlastnosti s ohledem na lidské télo predevsim zabranovat nezadoucimu tieni
a udrzovani vlhkosti [31, 53, 54].

Pro konkrétni pfimou aplikaci HA miize byt naptiklad viskosuplementace,
ktera redukuje tfeni v chrupavce =zni¢ené osteoartritidou za pomoci
intraartikularni injekce, zde dochazi k zlepSeni Iubrikace mezi povrchy
chrupavky. V dermatologii se setkavame s velkou Cetnosti pouziti HA ve formé
vnéjsi aplikace v podobé krému ale také ve formé tzv. hydrogelového kryti,
které pomaha hydratovat, regenerovat a hojit poskozenou tkan predevsim jizev a
ran. V oftalmologické chirurgie slouzi k ochrané tkani pfi chirurgickém zakroku
a V estetické mediciné se hojn¢ vyuzivaji produkty na bazi HA pro dermalni
vyplné [6, 44].

Nativni molekula HA méa vyborné vychozi vlastnosti, ale pro pouziti
Vv 1ékafstvi jsou nutné modifikace bud’ fyzikdlni, nebo chemické. Vzhledem
K uplatnéni této disertacni prace, se nabizi pouzitelnost vysledkl piedev§im pro
nevazebné fyzikdlni modifikace polymerniho tetézce HA. Pochopeni
kolektivniho chovani studované v této praci napomilze napiiklad pfi vlastni
studii nevazebné interakce s dalSimi molekulami, kterymi mohou byt tieba
amfifilni aminokyseliny, tenzidy, proteiny. Tyto interakce jsou podstatné pravé
pro stabilizaci chrupavkové mezibunécné hmoty (extracelularniho matrixu), dale
také v bunécné proliferaci, Vv morfogenezi ale také pti zanétech a rakoviné€. Pii
terapii rakoviny se HA zkouma z hlediska nosice bioaktivni latky, pro cilenou
distribuci 1é¢iva k rakovinotvornym buiikam [55, 56].
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9. ZAVER

Predmétem této disertatni prace bylo studium jak kapalné, tak tuhé faze
kyseliny hyaluronové. Pro sledovani konformacnich zmén byly stanoveny
parametry- limitni viskozitni ¢islo [n] a Hugginsova konstanta ky pro vodny
roztok HA a roztok HA v 0,01 M KCI. Pro charakterizaci praSkové formy
kyseliny hyaluronova byly pouzity experimentalni techniky, které jsou popsany
a diskutovany v experimentalni ¢asti, 1ze vyvodit nasledujici zavéry:

» Z provedenych viskozimetrickych méfeni je mozno konstatovat, Ze na
zéklad¢ jiz zminénych parametri je evidentni zména rozméru
makromolekuldrniho klubka a to pfedevSim vlivem teploty, iontového
rozpoustédla ale 1 pH.

» Z experimentalnich dat byl zjiStén narist hodnot limitniho viskozitniho
Cisla pro oba studované cisté roztoky HA, ktery zcela jisté vypovida o
zvétsovani hydrodynamického rozméru makromolekularniho klubka.

» Z komplexnéjsiho pozorovani konformacnich zmén struktury HA, pfi
které¢ se upravovalo pH piidavky kyselé¢ a zasadité¢ slouceniny svédci o
schopnosti expanze nebo kolapsu makromolekularniho klubka.

» Z vysledki Hugginsovy konstanty vyplyva, Ze nastala transformace ze
zdvojen¢ Sroubovice do expandovanc¢ho polymerniho klubka, kde tento
fakt vyplyva ze skokové zmény interakéniho parametru ky pii 30°C.

» V experimentalni ¢asti zaméfené na analyzu praskové formy HA, byla za
pouziti inverzni plynové chromatografie (SEA) definovana povrchova
energie, kde na zakladé¢ vysledkii dominuje predevSim disperzni Cast
povrchové energie a podil polarni slozky je velice nizky.

» Bylo zjisténo pro 0% pokryti povrchu, ze celkova povrchova energie byla
30 ml/m%. Povrchova struktura polymerniho prasku HA byla
vyhodnocena jako relativné nehomogenni.

» Pomoci praskového reometru byla vyhodnocena tokova kiivka, kde byl
zjistén parametr tokovosti ff;=3,24 a také, Ze praskova forma HA ma
charakter kohezni latky.

» Z termogravimetrické analyzy bylo zjisténo, Ze voda v nesuSeném vzorku,
ktery je praskové konzistence zaujimal 13, 72 hm. %. Termicky rozklad
HA nastal v oblasti termogravimetrické kiivky v oblasti od 180°C az
300°C.

» Pii pozorovani povrchu prasku pomoci SEM byl vyhodnocen valcovity a
kulovity tvar ¢astic s primérnou velikosti ptiblizn¢ 70 pm.
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