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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva studiem faktorti ovliviiujicich konformacni uspotradani hyalu-
ronanu (HA) v roztocich a na fazovych rozhranich kapalina/plyn. V ramci provedenych
experimentl byl studovan vliv slozeni disperzniho prostiedi, hmotnostniho podilu polyme-
ru a procesnich podminek piipravy tohoto biopolymerniho roztoku. Ptipravené roztoky
byly charakterizovany pomoci dynamického rozptylu svétla, tensiometrie, viskozimetrie
a velikostné vylucovaci chromatografie s vicenasobnym rozptylem svétla (SEC-MALS).
Z experimentalnich vysledki vyplynulo, Ze pomoci organizovanych tokt kapaliny 1ze nej-
lépe ovliviiovat konformacni uspotadani HA v prostfedi pufru. Takto vyvolané zmény
se projevuji zménou stifedni velikosti polymernich klubek, jejich tepelnou stabilitou a po-
vrchovou aktivitou. Bylo zjiSténo, Ze pro danou molekulovou hmotnost HA existuje speci-
ficky teplotni a koncentra¢ni rozsah, ve kterém lze iniciovat pfechod do nového casové

stalého konformacniho uspotadani.

Klicova slova: hyaluronan, rozpousténi, velikost polymernich klubek, povrchova aktivita,

dynamicky rozptyl svétla, tensiometrie, viskozimetrie

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the study of factors influencing the conformational arrange-
ment of hyaluronan (HA) in solutions and at liquid/gas phase interfaces. The effects of the
composition of the dispersion medium, the weight fraction of the polymer and the process
conditions for the preparation of this biopolymer solution has been studied in the experi-
ments. The prepared solutions were characterized by dynamic light scattering, tensiometry,
viscosimetry and size exclusion chromatography (SEC-MALS). The experimental results
showed that the conformational arrangement of HA in a buffer medium can be best influ-
enced by means of organized fluid flows. The changes thus induced are manifested by
a change in the mean size of the polymer coils, their thermal stability and surface activity.
It has been found that there is a specific temperature and concentration range for a given
molecular weight of HA in which a transition to a new time-stable conformational ar-

rangement can be initiated.

Keywords: hyaluronan, dissolution, size of the polymer coils, surface activity, dynamic

light scattering, tensiometry, viscometry
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UvVOD

Hyaluronat sodny je dalezitou soucasti sav¢i extracelularni matrix (ECM — ExtraCellular
Matrix). Diky své vynikajici biokompatibilité a ¢etnym moznostem modifikace je tento
biopolymer pouzivan v Sirokém spektru aplikaci. Ve farmaceutickém priimyslu predstavuje
perspektivni materidl pro vyvoj nosict 1é¢iv, v oblasti biomedicinského inzenyrstvi se jed-
nd o vhodny material pro bioprinting, ptipravu 3D scaffoldii nebo pro aplikace v oblasti
tzv. ptfesné mediciny (PM — Precision Medicine). Funkce hyaluronanu je podminiovana

jeho molekulovou hmotnosti (MW — Molecular Weight) a konformaci, ve které se nachazi.

Teoreticka ¢ast prace je zamétena na popis struktury HA s diirazem na konformacni varia-
bilitu jeho polymernich klubek v zavislosti na okolnich podminkach. Dalsi ¢ast reSerSe

predstavuje aktudlni ptehled aplikacnich moznosti tohoto polymeru.

V ramci experimentalni ¢asti byly studovany zmény stedni velikosti polymernich klubek
HA v zévislosti na teplot¢ pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS — Dynamic Light
Scattering). Pomoci tensiometrickych métfeni byla analyzovana povrchova aktivita HA
na fazovych rozhranich kapalina/plyn. Dale byly studovany viskozitni charakteristiky vy-
branych polymernich roztoki s cilem vyhodnotit, jak je tato vlastnost systému ovlivnéna
procesnimi podminkami dispergace HA. Mimo to byly polymerni roztoky charakterizova-
ny metodou SEC-MALS, jenz poskytuje informace jak o molekulové hmotnosti, tak
o stfedni velikosti a tvaru klubek HA v daném disperznim prostedi. Z experimentalnich
vysledki vyplyva rozhodujici vliv disperzniho prosttedi a procesnich podminek dispergace

HA na zmény jeho fyzikalné-chemickych charakteristik.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HYALURONAT SODNY

V roce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer izolovali novy glykosaminoglykan
(GAG — GlycosAminoGlycan) ze sklivce oc¢i skotu. Tento izolovany biopolymer pojmeno-
vali jako hyaluronat sodny (HA). Bylo zjisténo, ze tento GAG obsahuje kyselinu
D-glukuronovou a N-acetyl-D-glukosamin, jenz jsou spole¢né¢ kovalentné vazany stiidaji-
cimi B (1/4) a B (1/3) glykosidickymi vazbami (Obr. 1), a to bez znamky ptitomnosti sulfo-
esterti [1-8].

(- B4 )33 [l B4 53 [l 43 [l p4 & p3 [l 4

n=250-25,000 GlcNAc GlcA

COOH

OH
n

Obr. 1. Struktura HA [3]

Pocet opakujicich se disacharidl, n, v molekule HA maze dosdhnout 10 000 nebo vice.
Molekulova hmotnost je aZ 4 miliony daltont (kazdy disacharid ma pfiblizn€ 400 daltonit).
Primérné délka disacharidu je pfiblizn€ 1 nm. V téle dosahuje HA maximalni koncentrace
ve vodném prostiedi tkani, jako jsou naptiklad synovialni tekutina, pupecni $iiira nebo
pravé zminény sklivec. Kromé jmenovanych je HA pfitomen v dermis, Slachach, chrupav-
kach, srdecnich chlopnich a arteridlnich sténach, meziobratlovych ploténkach [4-6, 9, 11,

12].

1.1 Produkce HA

Hyaluronat sodny muaze byt produkovéan ne€kolika bunécnymi typy, piicemz pirevlada bio-
syntéza v bunikdch mesenchymalnich. Vyroba HA ve vétSim méfitku je navzdory techno-
logickému pokroku stile narocna, a to zejména z hlediska pozadované vysoké cistoty
a dosazeni distribuce molekulovych hmotnosti odpovidajicich biologickym pozadavkim
lidského organismu. Vysoké ndroky na jmenované proménné hluboce ovliviiuji kvalitu

produktu a bunéénou odpovéd’. Mimo jiné je i extrakéni vytézek obvykle nizky [1, 10-12].
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Primyslovéa produkce HA je zalozena na pouziti zivo¢isnych nebo mikrobidlnich zdrojt.
Mezi zivo€isné zdroje bézné pouzivané pro extrakci HA patii: lidskd pupecni $iitira, hovézi
synovialni tekutina a kohouti hiebinek, kde koncentrace HA ¢ini 7,5 mg/g. Existuji vSak
technické a etické obavy, které siln¢ omezuji pouziti HA ziskaného ze zvitat pro biomedi-
cinské a farmaceutické aplikace. Izolace HA z tkéni je slozitd a Casové naroc¢nd, protoze
zahrnuje extrémni podminky zpracovani (naptfiklad mleti, kyselé oSetieni a vystaveni or-
ganickym rozpoustédlim) a riizné kroky ¢isténi za ti€elem snizeni poctu biologickych kon-
taminantl. Pozistatky téchto v tkéni pfirozené vazanych latek, pfedevsim proteoglykanii
a hyaluronid4z, mohou pfi pozdé&jsi aplikaci materidlu vyvolavat neZadouci imunitni reak-
ci. Vizolovaném HA se dale mohou vyskytovat nukleové kyseliny, priony nebo viry [1,

10-12].

Na zékladé vsech téchto uvah je v soucasné dobé nejrozsifenéjsi cestou pro velkovyrobu
HA mikrobidlni fermentace. Syntéza HA probiha extracelularné pomoci streptokoki sku-
piny A a skupiny C dle Lancefielda. Hlavnim zdrojem HA v primyslovém méfitku je
v soucasné dob¢ zejména Streptococcus zooepidemicus, coz je grampozitivni bakterie, jejiz
biosynteticka draha HA jiz byla do zna¢né miry prozkoumana. Dalsi mozZnosti je fermenta-
ce pomoci Pseudomonas aeruginosa. Vyhodami fermentace jsou neomezené suroviny,

nizké néklady a jednoduché postupy ptipravy [10-12].

1.2 Pritomnost HA v lidské kuazi

Hyaluronat sodny je pfitomen v mnoha riznych tkéanich lidského téla, viz kapitola 1, pfi-
15 g HA. Jiz v roce 1969 bylo prokazano, ze HA je pfitomen jak v epidermis, tak v der-
mis. Hyaluronat sodny je v lidské epidermis extracelularni a je lokalizovan mezi bazalnimi
a spindlnimi bunikami. Uvadi se také, Ze HA je pfitomen v rohové vrstvé (SC — Stratum

corneum), kde zastava dulezZitou ulohu pii udrZzovani hladiny vlhkosti pokoZzky.

V dermis HA plni dtlezitou funkci spocivajici v hydrataci kolagenovych a elastinovych

vldken. Tento mechanismus bude podrobnéji popsan v podkapitole 1.2.1 [2, 3, 13].

1.2.1 Extracelularni matrix

Extracelularni matrix zastava klicovou roli v homeostatickych a patologickych procesech.

Slozitost biologie ECM je z casti vysledkem heterogenity jejich slozek, které se ucastni
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mimofadné dynamickych interakci mezi sebou navzdjem, stejné jako s rezidentnimi a mi-
grujicimi bunikami.

Hyaluronat sodny je jediny polysacharid produkovany na bunééném povrchu a uvolnovany
do ECM jako vysokomolekularni GAG. V ECM hyaluronan piisobi jako slozka vazajici
vodu, tvoii tedy ,,rezervoar vody, a to zejména v jiz jmenované dermis. Timto zplisobem
HA poskytuje tkédni odolnost viic¢i fyzickému stresu a udrzuje tvar i ton tkané a slouzi proti
poskozeni bunék. Tvoii ,,vlhké* mikroprostfedi, ¢imz mimo jiné usnadituje i hojeni ran.
V ECM jsou spojeny dlouhé fetézce HA v proteoglykany (viz Obr. 2) a jsou propletené

s jinymi slozkami ECM, jako je kolagen, elastin, fibronektin, laminin, ... [11, 14, 15].

Hyaluronan

Proteoglylkan:
@ &

Kolagen

i
Ly i | 5 |
£ e
o bt

Buné&iné receptory

Crtoplazma

Obr. 2. Schéma ECM [11]

Zmatecnym aspektem stavajici literatury je to, Ze v zavislosti na kontextu ma HA rGzné
a n€kdy protichiidné u¢inky na mnoho biologickych funkci; naptiklad pro nebo protizanét-
livé, podporujici a inhibujici bud’ migraci nebo bunécnou proliferaci. Vyzkum za posled-
nich né€kolik let zacal vrhat svétlo na zdkladni mechanismy, které¢ vysvétluji tyto rozdilné
efekty. Existuji alespoii ¢tyfi kli¢ové mechanismy, kterymi jsou funkce a aktivita HA regu-

lovény:

e fyzikalni vlastnosti, distribuce velikosti polymernich klubek a molekulo-
vych hmotnosti,

e chemické modifikace, vazebni partnefi, sitovaci vzory a makromolekularni
struktura,

e metabolismus syntézy a degradace HA, jakoz i regulace mikroprostiedi,

e zapojeni receptoru a signalizace.
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Tyto mechanismy se vzdjemné nevylucuji. Napiiklad metabolismus HA méni velikost,
distribuci a fyzikalné-chemické vlastnosti, zatimco regulace mikroprosttedi mize ovlivnit
vzory sitovani a vazby vazebného partnera. Biologie HA je tedy nejlépe pochopena urce-
nim toho, jak jeho individualni G¢inky pfispivaji k dynamickému procesu, ktery tidi biolo-

gii na bunécné, organové a organizacni urovni [3, 14].

1.3 Struktura HA

Hyaluronat sodny je strukturdlné jednoduchy, nerozvétveny polysacharid, polyelektrolyt,
biopolymer a humektant. Ve srovnani s jinymi biopolymery, jako jsou nukleové kyseliny

a proteiny, je struktura hyaluronanu mnohem méné rozvinuté [16, 17].

Extrémni délka molekuly HA spolu s jeho vysoce hydrofilni povahou mu umoziiuje orga-
nizovat se ve tkanich do retikularni nebo sitové struktury, kde jsou fetézce propleteny

a stabilizovany intra-molekularnimi vodikovymi vazbami i interakcemi s rozpoustédlem.

Velké mnozstvi hydroxylovych a karboxylovych skupin v molekule umoziuje tvorit
ve vodném prostfedi ¢etné intramolekuldrni a intermolekularni vodikové vazby, majici
za nasledek urcitou tuhost fetézce a jeho staceni do jednoduché nebo dvojité Sroubovice

[11,12].

1.3.1 Primarni struktura

Makromolekula HA je sloZena z axialnich nepolarnich atomt a polarnich bo¢nich fetézct,
které maji za nasledek hydrofobni a hydrofilni vlastnosti polymeru. Vysledkem konkrétni-
ho uspotadani je vytvoreni struktury, kterd se podoba ,,skroucené stuze®, viz Obr. 3, pii-
¢emZ modra krabicka predstavuje doménu molekuly v roztoku. Stfidavé modré a Cervené
fetézce predstavuji strukturu stuzky s modrou (hydrofilni) a ¢ervenou (hydrofobni) oblasti

[17].

Obr. 3. Primarni struktura HA a model hyaluronové ,,stuzky v 3D oblasti [17, 18]
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1.3.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura HA, viz Obr. 4, je ve vodnych roztocich popséana jako levotoc¢iva spi-
rala, kterd tvofi duplexni tercidrni strukturu B-listu v dusledku hydrofobnich interakci
a intermolekularnich vodikovych vazeb. Diky tomuto prostorovému uspotradani je HA
hlavni odpovédnou latkou za hydrataci, udrzeni turgoru a viskoelasticitu tkani, které budou

popsany dale [11, 16, 17].

n-h
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Obr. 4. Sekundarni struktura HA [16]

1.3.3 Tercialni struktura

Terciarni struktura HA je siln€ zavisla na prostfedi. Relativni tuhost glykosidickych a in-
tramolekulérnich vodikovych vazeb ma tendenci omezovat rotaci a konformacni variabili-
tu. To se vSak zda byt vyvraceno plisobenim molekularniho prostfedi vedouciho k velké
variabilité terciarni struktury. Na Obr. 5 jsou vyobrazeny 3 mozné uspotadani molekul HA

[16].

@—[f-&-;_@_m

[ ] 5
L] Gluklfrnnnvn ®  Karboxylové
< kyselina skupiny

’ \ N-acetyl-D-glukosamin 2 Acetamido skupiny

Obr. 5. Tercialni struktura HA ve vodnych roztocich [19]
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Prvni fetézec v kazdém paru by mél byt zobrazen jako leici p¥imo nad druhym. Cisla
se tykaji polohy glykosidickych vazeb. V odstavci (a) jsou fetézce paralelni, pficemz dvo-
jice alternativnich karboxylovych skupin — acetamido skupin jsou umistény nad sebou.
V odstavci (b) jsou fetézce antiparalelni, se skupinou karboxylovou — acetamido skupinou,
pary lezi nad sebou. V odstavci (c) jsou fetézce antiparalelni, avSak v porovnani s (b)

se stidajici jednou sacharidovou jednotkou [19].

1.3.3.1 Strukturdlni vS§estrannost

Pozoruhodnou vSestrannost struktury dvojité Sroubovice hyaluronanu prokéazali Atkins
a Sheehan [20], ktefi zkoumali konverzi dvojvlaknovych formaci na jednovldknové.

Schéma demonstrujici vzajemné vztahy struktur se nachazi na Obr. 6.

Obr. 6. Schéma strukturni vsestrannosti HA [34]

Rozmanity soubor experimentalnich podminek byl vyuZit pti shromaZzd'ovani informaci
o vzniku struktur charakterizovanych nasledujicim zplsobem: (i) fetézce ve ziedénych
roztocich; (i1) dvojitd Sroubovice; (iii) dvé antiparalelni Sroubovice bez nevzdjemného na-
vinuti; (iv) jednoduché Sroubovice v tésnéjSim uspotadani; (v) Sest fetézcii v usporadaném
stavu; (vi) fetézce v jeSté kompaktnéjSim uspotadani; (vii) plné rozsifené jednotlivé fetézce

[34].
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2 POLYMERNI KLUBKO

Jiz v roce 1964 Laurent provadél studii HA [21], ve které navrhl, ze HA se chova jako na-
hodné klubko a dale naznacuje, ze jeho fyzikalni vlastnosti, jako je naptiklad tuhost, jsou

jeho vnitini vlastnosti [16].

Makromolekuldrni klubko ptedstavuje neuspotadany utvar, do kterého je v roztoku stocena
linearni makromolekula. Na zakladé tepelného pohybu jednotlivych segmentl ¢i plisobe-
nim vnéjsich sil, dokaze molekula linearniho polymeru v pfitomnosti disperzniho prostiedi
ménit svijj tvar. Toto je pficitdno intramolekuldrnim rotacim, viz Obr. 7, diky kterym do-
chézi k vibraci ¢asti molekul a k translacnimu a k rotacnimu pohybu celych molekul. Kaz-

dy fetézec méni svij tvar i rozmér v Case — méni konformaci [9, 22].

[

.. \N/-‘i |

Obr. 7. Vnitrni rotace

v makromolekularnim retézci [22]

Rozmér neboli stoceni klubka popisuje gyracni polomér (Obr. 8) charakterizujici velikost
Castice libovolného tvaru. Jedné se o vzdalenost od osy rotace, ve které¢ by musela byt sou-
sttedéna vSechna hmotnost ¢astice, aby vykazovala stejny moment setrvacnosti jako Casti-
ce skute¢na. Stanoveni gyra¢niho poloméru Ize uskutecnit bez ohledu na tvar ¢astic pomo-

ci méfeni rozptylu svétla [23].
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Obr. 8. Schématicky nakres
nahodného klubka [23]

Kde:
L je vzdalenost koncii fetézce,

1j je vzdalenost danych ¢lent od stfedu klubka.

2.1 Molekulova hmotnost

Funkce a aktivita HA zavisi mimo jiné na jeho stfedni molekulové hmotnosti, tedy na veli-
kosti polymernich klubek. Na Obr. 9 je zndzornéna zavislost hydrodynamické velikosti
fetézci HA na MW. Hyaluronové fetézce s molekulovou hmotnosti 0,1; 0,5; 1; 3 a 6 mili-

ontl maji hydrodynamické priméry piiblizné 50, 140, 210, 400 a 600 nm ve fyziologickém

roztoku [24].

Obr. 9. Hydrodynamicka velikost retézce HA [24]

Vysokomolekuldrni (HMW — High Molecular Weight) 1 nizkomolekularni (LMW — Low
Molecular Weight) HA vykazuje mnoho biologickych aktivit zodpovédnych za elasticitu
mezibunééné tkané, podilejici se na fibrogenezi zejména kolagenovych vlaken, antiangio-

-----

jako vychozi material pro vyrobu hydrogelli, nastroji tkanového inzenyrstvi (TE — Tissue
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Engineering), vehikul pro dodavani 1é¢iv a jako tkanové plnivo. V Tab. 1 jsou shrnuty

funkce HA v lidském téle v zavislosti na MW [25, 26].

Tab. 1. Prehled funkci HA pri danych MW [25]

Molekulova hmotnost [kDa] Funkce
10-20 Plisobi jako signalni latka
50 Hydratacni aktivita
300 Anti-aging a antiatroficka aktivita
500 Imunomodulaéni aktivita
1500-1700 Pomocna terapie u revmatické artritidy

rrrrr

ke své extrémné hydrofilni povaze mize HA véazat az na 1000nasobek své hmotnosti vody,
¢imz se vytvafi velmi objemnd, expandovana struktura s ndhodnymi klubky ve vodnych
1 fyziologickych roztocich. S nejvétsi pravdépodobnosti plisobi HA jako izolacni povlak
nebo prostorovy pufr, coZ umoziiuje, aby molekuly s nizkou molekulovou hmotnosti, jako
jsou elektrolyty, voda a Ziviny, volné difundovaly. Velké molekuly, jako jsou proteiny ne-
bo dokonce buiiky, jsou ¢astecné vylouceny kviuli jejich hydrodynamickym rozmérim

v roztoku.

Hyaluronan pfi niz8ich koncentracich a nizsich molekulovych hmotnostech (fragmentova-
ny HA) podporuje zrani monocyti do makrofagti. Tyto fragmenty HA spolecné zvysuji
expresi prozanétlivych chemokinli v bunéénych liniich makrofagt, stejn¢ jako v alveolar-
nich makrofazich z poranénych plic. Na druhou stranu tetrasacharid hyaluronanu chréani
ptred ischemickym poranénim mozku. Diivody ale nejsou zcela jasné. Existuje nékolik fak-
tort, které v tomto maji svoji roli. Jedna se naptiklad o receptorové shlukovani, zapojeni

bunécné absorpce, intra-extracelularni signalizace a interakce s ligandy HA [14, 18, 25].
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2.2 Vliv teploty a pH na konformaci polymerniho klubka

Velky hydrodynamicky objem fetézci HA zavisi na celkové tuhosti fetézce. Rostouci tep-
lota usnadiiuje rotaci kolem spoju a fetézce ziskavaji pruznost. Dochézi ke zmenSeni mole-
kularniho objemu a snizZeni viskozity. Viskozita roztokii HA neni v prostiedi fyziologic-
kém pfili$ citliva na pH. Pfi velmi vysokém pH nad hodnotou pH 11 je rotacni svoboda
v glykosidickych vazbach znaéné zvysena kvilli rozbiti zbytkovych vodikovych vazeb
a objem fetézce se zmensuje, coz snizuje viskozitu roztoku. Pii nizkém pH asi 2,5, pfi fy-
ziologické iontové sile, vznikad zajimavy viskoelasticky tmel, t¢éméf jako gel, v disledku
vzajemné asociace. AvSak mezi hodnotami pH 6,5-8,0 je expanze fetézci HA témét kon-

stantni a vnitini viskozita se neméni, viz Obr. 10 [27-32].

Obr. 10. Viiv pH na retézce HA [33]

2.3 Deformace a chovani polymernich klubek za toku

Jednim z dtilezitych parametrii majicich vliv na viskozitu HA béhem smykového namahani
za toku je rychlost smykové deformace. Polymerni systémy v roztoku vykazuji zménu
uspofadani polymernich fetézch uz pii plisobeni nizkych smykovych rychlosti. Deformace,
viz Obr. 11, vyjadfuje natazeni polymerniho klubka za toku kapaliny a je popsana dvéma
slozkami: rotacnim tokem o uhlové rychlosti w a elonga¢nim tokem s rychlosti deformace

[18, 34].
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Obr. 11. Deformace klubka [34]

Pti nulové rychlosti deformace dochazi k rotacim bez deformace klubka, naopak pfi nulové
uhlové rychlosti dochazi k velké deformaci klubka. U redlnych tokt kapalin jsou nenulové
ob¢ slozky. K natazeni klubka ve sméru proudéni dochdzi pii rovnosti obou slozek.
Po natazeni klubka nasleduje zpétna relaxace. Pfi ni je snaha o dosazeni minima energie
klubka ovliviiovana Brownovym pohybem, ktery bude popsan nize. Po dosazeni relaxace
klubko zlstane bud’ v nataZzeném stavu nebo se sbali do podoby nahodného klubka.
Na Obr. 12 jsou zndzornény deformace polymerniho klubka a nasledné moznosti relaxace

[34].

Obr. 12. Moznosti preusporadani polymernich

retézcu za toku [34]

Obrazek 13 znazoriiuje jakym zplisobem ovliviiuje rychlost toku vysledné chovani poly-
meru. Hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti je pfevazné elasticky pii nizkych
smykovych rychlostech, zatimco hyaluronan s nizkou molekulovou hmotnosti se chova

prevazné viskdéznim zpisobem [18].
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Obr. 13. Chovani HA za toku, upraveno dle [5]

Zavislost viskozity polymerniho roztoku na rychlosti smykové deformace pro pseudoplas-
ticky materidl je zndzornéna na Obr. 14. Vysoka pseudoplasticita znamena, ze viskozita
roztoku rychle klesa se zvySujici se smykovou rychlosti. Nizka pseudoplasticita znamena,

ze viskozita roztoku klesd pomalu se stoupajici smykovou rychlosti [18].

J!

Viskozita [Pa‘s]

V klidu Smykova rychlost [1/s] V pohybu

Obr. 14. Pseudoplastické chovani HA, upraveno dle [18]

Ze vSech viskoelastickych latek maji hyaluronové roztoky nejvyssi stupenn pseudoplastici-
ty. Pseudoplasticita roztoku hyaluronanu muize byt také ilustrovana pomoci mrkajiciho
procesu, ktery je vyobrazen na Obr 15. Mezi mrknutim (tj. pti nizké smykové rychlosti) je
roztok hyaluronanu v klidu a molekuly ptebiraji nahodné svinutou strukturu, kterad nabizi
ochranné elastické vlastnosti (Obr 15 a). Pfi mrkani dochazi ke zvySeni smykové rychlosti.
Molekuly hyaluronanu jsou mén¢ zamotané a maji tendenci se zarovnat, aby se mohly vol-
né pohybovat jedna za druhou. Vysledkem je nizsi viskozita a snadné&j$i pohybovani vicek
kolem povrchu oka (Obr 15 b). Pokles viskozity, ke kterému dochdzi v reakci na zvyseni
smykové rychlosti, zabranuje vymizeni hyaluronanu z oka béhem mrkani, coz umoznuje

HA setrvat v oku mnohem déle. [18].
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it

Obr. 15. (a) (vlevo) hyaluronové molekuly v klidu (mezi mrknutim), (b) (vpravo) a behem

smykového namdahani (behem mrknuti) [18]

2.3.1 Browniiv pohyb

Browniv pohyb v letech 1904 a 1905 objasnili Marian Smoluchowski a Albert Einstein.
Pojmenovani nese podle Robetra Browna, ktery v roce 1827 zaznamenal neuspotadany
a neustaleny pohyb malych plynovych zrnek ve vodé¢, pficemz tento pohyb je dikazem
tepleného pohybu ¢astic. Blizsi definice je vyjadiena jako pohyb mikroskopickych castic
v kapaling€ nebo plynu, ktery je ndhodny. Rychlost pohybu molekul vody je pfimo imérna
teploté roztoku, dochdzi k neustalym srdzkdm, pficemZ smér i sila srazek jsou nidhodné,
tedy 1 okamZitd poloha Castice je ndhodna. Pohyb cCastic se déli na: otacivy, posuvny nebo

kmitavy. U ¢astic, které jsou v klidu, v daném okamziku neptevlada zadny smér [35, 36].

Castice o rozmérech v fadu um vykonavaji ve vodném prostfedi pohyb trhavy, ktery je
nepravidelny a je indukovany molekulami vody. Charakter pohybu neni zavisly na vngj-
§ich podminkach ani na chemickém sloZeni. Smér pohybu &astic se rychle méni. Cimz
mensi rozméry Castic za zvySené teploty okolniho prostfedi budou pfitomné, tim véEtsi in-

tenzita pohybu bude vykazovana [35].

Obr. 16. Pohyb castic pri Brownove pohybu [35]

Kazda z danych usedek predstavuje asi 10* nepozorovatelnych posunuti v jedné &astici

[35].
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2.4 Roztoky HA ve vodném prostredi

Pti kombinaci HA s vodou ma polymerni roztok viskoelastické vlastnosti, které jsou ovliv-

nény jeho polymernimi a polyelektrolitickymi charakteristikami [8, 18].

Glykosaminoglykany (GAG) zastdvaji vyznamné strukturni a mechanické funkce, Casto
zalozené na jejich vyrazné tendenci obsadit velké domény ve vodném roztoku. Na Obr. 17

je znazornéna jednoducha struktura polymerni sit¢ ve vodném prostiedi [19].

Struktura polymerni sité v roztoku  Struktura fetézce HA  HA jako stavebni jednotka
Obr. 17. HA ve vodném roztoku [37]

Na Obr. 18 je vyobrazena schopnost HA véazat vodu. Klubickova struktura HA vede
k tvorbé velkych hydrofilnich domén, které se vazi na vodu slabou vodikovou vazbou.
Tyto domény jsou velmi €inné pii zadrzovani vody. Béhem komprese se hyaluronan cho-
va jako houba a uvoliiuje vodu do okolniho prostiedi. KdyZ je tlakova sila odstranéna, os-
moticky tlak vtahuje vodu zpét do konstrukce. VySe zminéné vlastnosti maji za nasledek

pomalé odparovani vody z roztoki HA [18, 38].
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Obr. 18. Schopnost zadrzovani vody, upraveno dle [18]

2.5 Roztoky HA ve fyziologickém roztoku

Nahodné klubko HA ve fyziologickém roztoku vykazuje znacnou tuhost. U semi-
flexibilniho polymeru, jako je pravé HA, vykazuje nejvyssi objem voda, ktera neni nava-
zand polymerem. Tvar polymeru se neustdle méni, pficemz voda stale pfispiva k ucinné
velikosti kazdé molekuly, protoze pohyb rozpoustédla je ovlivnén tfeci interakci s tésné
vzdalenymi segmenty polymeru. Kvili rychlym pohybiim fetézcli mize byt Casové pri-
meérny tvar molekuly popsan jako koule s nejvétsi hustotou fetézcovych segmentti v bliz-
leji nez hmotnost. Pro HA s molekulovou hmotnosti v milionech daltont to vede k extrém-
né velkym objemim fetézct. Expandovany tvar pruzného polymeru v roztoku je klicovym
divodem vysoké viskozity polymernich roztokd. Hydrodynamicky objem fetézci HA
se obvykle zkouma pomoci iontové¢ sily, kterd je blizka fyziologické. Pti této iontové sile
jsou naboje na karboxylovych skupinach na fetézci HA téméf vSechny vzdjemné oddéleny

a odpor mezi nimi vyznamné nezvySuje objem polymernich klubek [5].

U roztokil s niz§imi koncentracemi soli, pfiblizné pod 0,15 M NaCl, by elektrostaticky
odpor zvysil hydrodynamicky objem jednotlivych molekul HA a také by se zvysil odpor
mezi molekulami. Aby bylo mozno odhadnout koncentraci, pfi niZ by roztok HA mohl
prekrocit piekryti polymernich klubek, je nutno zvazit hydrodynamickou velikost polyme-
ru s riznymi molekulovymi hmotnostmi. U HA s molekulovou hmotnosti 6 miliont vyza-
duje ptekryti polymernich klubek koncentraci HA jen asi 320 pg/cm’. S molekulovou
hmotnosti 1 milion by koncentrace piekryti polymernich klubek byla pfiblizné

1400 pg/cm? [38].
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2.6 Prirozené sitovani HA v roztocich

Hyaluronat sodny je v roztoku schopen tvofit doCasné polymerni sité, jejichz vlastnosti
zavisi na koncentraci polymeru a jeho molekulové hmotnosti. Retézce v siti mezi sebou
nejsou vazany kovalentn€. V roce 1964 se Laurent a kol. [40] pokusili o sesitovani hyalu-
ronanu. Pouzili jednoduchy a efektivni postup pro spojovani fetézci HA, ¢imz doslo
k vytvoreni jesté vétsi molekuly s vySsi molekulovou hmotnosti, v podstaté k tvorbé gelt.
Podatila se jim ptiprava bez jakéhokoli zjevného poSkozeni aminovych a karboxylovych
skupin hyaluronanu. Dalsi studie od Laurenta a kol. [21] tykajici se interakce mezi hyalu-
ronanem s jinymi biologickymi makromolekulami vedla k pozoruhodnym pozorovanim,
které se zdaji byt ditlezité pro hlubsi pochopeni struktury hyaluronanu. V disledku tuhosti
fetézci HA pfitomnych ve vytvofené trojrozmérné siti polymerniho gelu, slozeného z HA
a dal$ich proteinti, bylo pozorovano vylu¢ovani proteinti a dalSich soucasti. Vysledky ne-
byly kompatibilni s rozsahlou dvojitou Sroubovici nebo jinymi agregovanymi konforma-

cemi hyaluronanu [12, 16].

I ptes to, Ze sit'ovitd struktura vytvofena roztokem polymeru HA nema kovalentné sesiténé
vazby mezi molekulami, tak 1 pfesto si zachovava elastické a viskozni vlastnosti. V rozto-
cich s vysokou koncentraci se zvySuje mnozstvi vodikovych vazeb a molekularni fetézce
jsou navzijem zapleteny, ptipadné tvofi strukturu prostorové sit€. Hyaluronan vytvafti po-
lymerni sit€ 1 za nizkych koncentraci (I mg/ml). Je to dano spojenim hydrofobnich ¢asti
za vzniku tercidrni struktury. Hyaluronové sité s vysokou molekulovou hmotnosti v této
koncentraci nevykazuji zddné molekularni konce. Polymerni sit€ jsou zdanlivé nekonecné.
Kazdéa molekula hyaluronanu je spojena se vSemi ostatnimi molekulami pravé prosttednic-
tvim sité, pfi¢emz interakce udrzujici sité pohromadé¢ jsou pomérné slabé. V diisledku toho
dochazi k tvorbé agregatl. Ty se vytvaii a odd€luji v zavislosti na podminkach prostiedi

[17].

Sitova struktura HA v organismu plni funkci filtru pro exogenni latky, bakterie a infek¢ni
¢inidla a tim zpomaluje jejich infiltraci. Nékteré bakterie (napt. Staphylococcus aureus
a Streptococcus pyogenes et pneumoniae) jsou vsak schopny tuto sit’ pomoci enzymu
hyaluronidazy otevfit, tedy enzym je schopny Stépit HA na disacharidové GlcUA-GIcNAc
nebo HA fragmenty, hydrolyzou hexosaminidového B (1,4) vazby mezi zbytky GlcNAc
a GIcUA [11].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

2.6.1 Hydrogely HA

Hydrogely jsou tvofeny 3D siti polymernich fetézct. Tato sit’ mlize byt reverzibilni nebo
trvala v zavislosti na fyzikalni (vodikové a iontové vazby, hydrofobni interakce) nebo

chemické (kovalentni vazby) povaze sesiténi.

Na Obr. 19 jsou znazornény 2 reakce. Tvorba nevyhovujici sité (reakce vyse), je zpravidla
pozorovana s pouzitim bifunkénich sitovacich €inidel s nizkou molekulovou hmotnosti,
zatimco sesitovani polyfunk¢nich polymert majicich komplementarni reaktivni funkce

umoznuje tvorbu sité, kterd je efektivni (spodni reakce) [4].

7= a2
S S

Obr. 19. Mozna tvorba sité v hydrogelu [4]

Polymerni gel je tvofen nabotnanim polymeru v rozpoustédle, v tomto ptipadé HA ve vod-
ném prostiedi. Obrazek 20 demonstruje polymerni gel (a), ve kterém je obsazen nizky po-
dil polymeru a vysoky podil rozpoustédla. Na Obr. 20 (b) je vyobrazen ¢astecné nabotnaly
stav polymeru v prostfedi rozpoustédla. Podil polymeru je v tomto ptipad¢ vysoky a podil

rozpoustédla je nizky [39].

a)
Obr. 20. Polymerni gel; a) nabotnaly stav; b) castecne nabotnaly stav [39]

Vlastnosti hydrogeli, mimo jiné biokompatibilita, degradace na organismem odbouratelné
produkty a vysoky obsah vody, umoznuji jejich vyuziti v regenerativni a estetické medici-

né. Poréznost hydrogelt a jejich hydrofilni charakter jsou podstatné pro vyvoj nosict 1é€iv.
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Spravné zvolenymi technikami lze zpracovat hydrogel do podoby piirozené ECM
s pozadovanymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi podporujicimi proliferaci bungk,
piipadné bunécnou diferenciaci. Cytokompatibilita, mechanicka a chemicka stabilita hyd-
rogeli miize byt zvySena ptidanim jinych piirodnich ve vod¢ rozpustnych polymert (napi.
kolagenu, Zzelatiny, alginatu, agar6zy, polysacharid) nebo pridanim smési syntetickych
polymernich latek (napf. polyakrylati). Kombinace HA, kolagenu a sericinu mize poten-
cionalné vést ke vzniku hydrogelu s vynikajicimi vlastnostmi pro regeneraci tkani [4, 9, 41,

42].
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3 HYALURONAN A JEHO DERIVATY PRO TKANOVE
INZENYRSTVIi

Biopolymery obecné ptredstavuji idealni kandidaty pro ptipravu komponenti pro TE — lze
uzpusobit jejich mechanické vlastnosti a vyslednou geometrii v konkrétni aplikaci a rych-
lost jejich degradace v organismu je srovnatelnd s tvorbou nové tkan€. Hydrofilni povaha
HA vyzaduje modifikace fetézce za icelem podpory bunécné adheze. Z hlediska stability
biomaterialu je zkoumana fada metod chemického sitovani. ZlepSeni mechanickych vlast-
nosti sitovanim umoziuje dlouhodobé biomedicinské aplikace. Na Obr. 21 jsou vyobraze-

ny principy TE [4, 6].

Bioaktivni substrat

(rastovy faktor)

—p—

——  —— Scaffold (HA)
—— e c—

Buitky

Obr. 21. Principy TE zahrnujici dodavky bunék a bioaktivnich latek pacien-

tum za ucelem obnoveni ztracené funkce tkani [4]

3.1 Hydrogelové scaffoldy

Tvorba gelu by méla probihat dostate¢nou rychlosti a za fyziologicky pfijatelnych podmi-
nek (tj. teplota pii 37 °C a pH 7) bez vzniku vedlejsich toxickych produkti [43].

Pokud je tkan znacné€ poSkozena, transplantace tkan€ (napt. kosti) nebo protetické implan-
taty jsou obvykle povazovany za hlavni Iékaiské feSeni. Transplantace tkané¢ mize byt
omezena zasobovanim tkané nutrienty, zplsobuje pacientim nepohodli, zvySuje riziko
pfenosu onemocnéni a mize zpisobit imunitni odezvy. Kromé toho nejsou protetické im-
plantaty fyziologicky funké¢ni a jsou pfili§ ¢asto doprovazeny infekci a strukturalnim se-
lhanim. Jako alternativni terapeutickou volbu k transplantaci tkan¢ a protézové implantaci

ukézala TE velmi slibné vysledky [4, 6].
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3.1.1 Pouziti scaffoldii na bazi HA v regenerativni mediciné

S pokrokem v technologii zpracovani mikroc¢astic 1ze dosdhnout mikroskopické kontroly
bunécné proliferace a diferenciace ve scaffoldech zalozenych na HA. VSeobecné mohou
byt scaffoldy na bazi HA uspé$né vyuzivany pro aplikace klinického tkanového inzenyr-

stvi a tim vyhovét pacientdm [1].

3.1.2 Pouziti scaffoldii na bazi HA v anti-aging a estetické mediciné

V souvislosti se starnutim populace a zvysSujicim se zajmem o estetickou medicinu dochazi
k rozvoji trhu s dermdlnimi vyplnémi na bazi HA. Hyaluronét sodny je v kosmetické praxi
uzivan nejen ve formé¢ koznich vyplni, ale lze jej aplikovat i pii korekci defekti mékké
tkané, zahrnujicich regeneraci pokozky, eliminaci vrasek nebo hojeni drobnych ran. Hyalu-
ronat sodny poskytuje ucinnou neinvazivni alternativu pro korekci obrysovych defektii
diky své schopnosti vazat vodu a snadné implantaci. Rlizné kosmetické formulace pro to-
pické pouziti obsahuji LMW HA, ktery ma schopnost proniknout do SC, kde zlepSuje hyd-
rataci tkani. V mediciné se vyuziva HMW HA. V USA bylo schvéleno osm kosmetickych
vyplni s obsahem HA pro komercializaci Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA —

Food and Drug Administration) navzdory hlaseni zdvaznych nezddoucich ucinkt [4, 6, 11].

3.2 DalSi biomedicinské, farmakologické a estetické aplikace HA

Pokroky v glykobiologii poukazaly na to, Ze HA se aktivné ucastni riiznych bunéénych
komunikac¢nich udalosti. Pravdépodobné iniciuje a kontroluje udalosti spojené se zanétem,
zranim a migraci zanétlivych bun€k a podobné. Hyaluronat sodny se uvoliiuje po poranéni
jako molekularni vzor spojeny s poskozenim. Soucasny biotechnologicky vyzkum zkouma
produkci a pouziti HA pro fadu pokrocilych aplikaci. Odbourani HA je v zévislosti na tka-
ni velmi rychlé: polocas rozpadu HA je asi 10 tydnii u sklivee, 1-3 tydny v chrupavce, 1-2
dny v epidermis a pouze 2-5 min v krevnim feciSti. Nevyhodou je, Ze vysoky stupeni
botnani HA vede k nizké biochemické funkénosti pro pfipojeni a proliferaci bunék a Spatné

mechanické stabilité ve vodném prostiedi [3, 11].

3.2.1 3D matrice bunéénych kultur

Tradi¢ni pfistup ke tkanové kultufe s butkami péstovanymi na dvourozmérnych (2D) sub-

stratech nedokaze rekapitulovat 3D mikroprostiedi, interakce mezi buitkami a matricemi
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a Casto ani funkeci tkani in vivo, coz omezuje jejich vyznam pro pokrocily vyzkum. V po-
slednich deseti letech byly opakované prokazany funkéni rozdily mezi 2D kulturami a 3D
konstrukcemi u mnoha typii tkdni a nemoci. Pro feSeni potieby 3D vyzkumu bunécnych
kultur byly vyvinuty rtizné piirodni, syntetické a polosyntetické ECM analogy jako matrice
pro enkapsulaci bun¢k, naptiklad 4 komercné dostupné produkty — Matrigel®, Purecol®,
PuraMatrix ™ a Extracel ™. Kromé¢ optimalnich biologickych odpovédi poskytuji 3D ma-
trice zalozené na HA dalsi vyhody ve srovnani s jejich pfirozenymi nebo syntetickymi pro-
téjSky. Vyhoda uziti HA jako zdkladniho stavebniho prvku pro 3D matrice spociva
v dostupné syntéze materidlu, snadné vyrobé produktu a ¢etnym moznostem modifikace

vlastnosti pro specifické aplikace [6].

3.2.2 Biotisk

Biotisk je dynamicky se rozvijejici odvétvi biotechnologie. Jedna se o aditivni biofabrikaci
biologickych komponent zamétenych na budovani nebo modelovani Zivotaschopnych or-
ganu (bioinktl) ve 3D podobé. Metoda pouziva pocitacoveé tizeny 3D tiskovy hardware
k presnému ukladani smési bun¢k a biomaterialti nebo bezbunéénych zastupnych polymeri
do presnych geometrii za ucelem vytvoreni anatomicky spravnych biologickych struktur.
Hyaluronat sodny ve své nativni form¢ neni optimalni pro biotisk, a to z dlivodu nedosta-
Cujicich mechanickych vlastnosti pro udrzeni stabilni 3D nosné struktury. Je to spiSe vis-
kozni kapalina. Velmi mékké hydrogely HA, které nejsou strukturné robustni, neumoznuji
G¢inné vytlaGovani pro biotisk. ReSeni této problematiky piedstavuji &etné piistupy

k sitovani HA [6].

3.2.3 Aplikace jako nosice lé¢iva pro prodlouzené uvoliovani

Hyaluronat sodny pro své vynikajici vlastnosti mtize byt pouzit jako nosic 1é¢iva pro pro-
dlouZené uvolnovani. Nicméné jeho nizkd stabilita je nepfiznivym faktorem pii aplikaci
genovych vektori, proto je opét nutna chemickd modifikace. Bylo zjisténo, Ze HA receptor
CD44 je exprimovan na nizké trovni na povrchu epitelovych bunék, hematopoetickych
bunck a neurondlnich buné¢k a také je nadmérné€ exprimovan v mnoha bunikéach nddorového
typu. Vzhledem k cilovému systému podavani 1é€iva z nosného materidlu je 1é¢ivo kova-
lentné vazano na nosi¢ nebo je na nosici zachyceno. Lécivo je cileno do nddorové tkane
nebo organu prostfednictvim transportnich vlastnosti a specifické rozpoznavaci funkce

nosice v lidském téle. Terapie zaméfend na nadory je v soucasné dob¢ urcena predevsim
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podle principu zvyseného tcinku retence permeace (EPR — Enhanced Permeability Reten-
tion). Bézné pouzivané aktivni cileni je zprostiedkovano receptory, protilaitkami nebo po-
lypeptidy, pfi¢emz jejich vazba na ligandy ma dobrou specificitu i afinitu. S prohloubenim
vyzkumu bylo zjisténo, Ze HA se miize vazat s proteiny a receptory, coz hraje dilezitou
roli pti tvorbé, opravach, regulaci bun¢k a angiogenezi lidskych tkani. Proto je HA Siroce
pouiivén v oblasti rnediciny. Pouziti HA jako nosice 1é¢iv je riznorodé (nosiée s prodlou-

rrrrr

tika) [12].

3.2.4 Signalizace na bazi HA

Se zaméfenim na hojeni ran a obnovu tkani se zda, ze signalizace zalozend na HA ma
za nasledek riist cév, aktivaci zanétlivych bunék a regulaci epitelovych bunék i fibroblasta.
Hyaluronat sodny zejména usnadiiuje proliferaci fibroblasti a migraci zprosttedkovanou
transformujicim rastovym faktorem pl (TGF-pi1), ¢imZ dochazi ke zvySenému vylu¢ovani
kolagenu v mist¢ poranéni, tak i k migraci myofibroblasti. Vazebné proteiny HA a HA
mohou regulovat tkanové poskozeni, zanétlivé reakce a opravné procesy prostfednictvim
specifickych interakci s fadou kmenovych bunék. Dosud byly identifikovany receptory, viz
Obr. 22, pro HA, jako je klastrovy determinant 44 (CD44), receptory podobné toll (TLR),
receptor hyaluronanen zprostfedkované motility (RHAMM), také znamy jako CD168, en-
dothelialni HA receptor lymfatické cévy (LY VE-1) a HA receptor pro endocytozu (HARE)
[11, 14, 44].

RHAMM LYVE-1 HARE

Lt

Obr. 22. Receptory pro HA [11]
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CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Ptipravit roztoky hyaluronanu (HA) o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa pomoci spe-
cidlniho zafizeni, které generuje samoorganizované toky kapaliny na zaklad¢é nastaveného

teplotniho spadu.

Prostudovat, jak tyto organizované toky kapaliny ovliviiuji chovani hyaluronanu v rozdil-

nych prostiedich (puftr, fyziologicky roztok, voda).

Zjistit, jak chovani HA v roztoku ovliviiuje teplota jeho ptipravy, pouzitad koncentrace po-

lymeru a ptipadna filtrace.

Najit takové podminky ptipravy polymerniho roztoku, na jejichz zaklad¢ dojde ke zméné
sttedni velikosti polymernich klubek HA, nardstu jejich povrchové aktivity a ovlivnéni
tepelné stability s ohledem na jejich stfedni velikost méfenou pomoci dynamického rozpty-

lu svétla.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA ROZTOKU

Distribuce velikosti Castic, zmény povrchové aktivity a s tim spojend zména konformace
HA, byly studovany u fady polymernich roztokli. Polymerni roztoky byly pfipraveny
za rozdilnych fyzikalnich podminek, které znazorituje Obr. 23. Na tomto schématu se na-
chazi tfi rizné pristupy rozpousténi HA: (a) tiepanim — oscilace, (b) michanim — rotace,

(c) TFFC zatfizenim — samoorganizované proudéni kapaliny.

A) — T
_ :1 =T;

B) —-ﬁ

—— s
C) T
SOCOCO0 -

Obr. 23. Riizné moznosti pripravy roztokit HA

Samotna piiprava polymernich roztokti probihala vyhradné ve sklenénych nadobéch, je-

jichZ postup ¢isténi je podrobnéji popsan v podkapitole 4.2.

Pro rozpousténi HA v praskové formé byla pouzita: ultracista voda s odporem 18,2 MQ-cm
pfipravena pomoci reverzni osmozy, fyziologicky roztok (vodny roztok chloridu sodného
o koncentraci 0,9 hm. %) nebo pufr Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochloride,
Tris-HCI (koncentrace 50 mM, pH = 8).

Hyaluronan byl rozpoustén na kazdém z niZe uvedenych zatizeni po dobu 24 hodin.

Ptiprava polymernich roztok na TFFC zatizeni probihala nasledovné: na spodni topnou /
chladici desku byl aplikovéan stolni olej pro lepsi kontakt topné / chladici desky s Petriho
miskou, a to z divodu nerovnosti na spodni strané pouzité misky. Na pfedem zvazenou
Petriho misku o priméru 11 cm bylo navazeno vypoctené mnozstvi HA, které bylo pte-
vrstveno danym rozpoustédlem, a to vzdy o hmotnosti 67 g. Po vlozeni Petriho misky
s polymernim roztokem na topnou / chladici desku s aplikovanym olejem doslo k jejimu

zakryti pomoci nerezové desky ocisténé ethanolem a vysusené proudem suchého vzduchu.
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Na tuto nerezovou desku byla ptilozena druha topna / chladici deska. Pfi ptisobeni teplot-
niho spadu na polymerni roztok dochéazelo ke kondenzaci ¢asti rozpoustédla na povrch
nerezové desky. Po dokonceni procesu rozpousténi v TFFC zatfizeni bylo pocatecni kon-

centrace HA dosazeno doplnénim odpovidajiciho mnozstvi rozpoustédla.

Ptiprava roztokti HA pomoci tfepani / michani probihala navazenim daného mnozstvi HA
do sklenéné nadoby (o objemu 30 ml), nasledné byla sklenénd nadoba doplnéna rozpousté-
dlem na objem 20 ml a poté byla ponechana tfepat pii laboratorni teploté¢ 23 °C nebo mi-

chat pfi teploté 46 °C.

Pozn.: pH pufru bylo kontrolovano pomoci Multimetru SensoDirect 150 Set od spolecnos-

ti Lovibond. Byla vyuzita pH elektroda SensoDirect Type330 od stejné spole¢nosti.

4.1 Pouzité chemikalie

Mezi chemikalie pouzité pro pfipravu polymernich roztokii spadaji nasledujici latky:

e Hyaluronat sodny v kosmetickeé Cistoté o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa
od spole¢nosti Contipro a. s.,

e Trisma® base od spolecnosti Sigma-Aldrich,

e Kyselina chlorovodikova 35% od spolec¢nosti Lach — Ner s.r.0.,

e 0,9% NaCl p.a. — Bioextra od spole¢nosti Sigma-Aldrich,

e Ultracista voda s odporem 18,2 MQ-cm pfipravena pomoci reverzni osmozy na za-

fizeni Direct-Q.

4.2 Ci$téni laboratorniho skla

Pro zabranéni kontaminace polymernich roztokti bylo pfistoupeno k n¢kolika krokim cis-

téni pouzitého materialu pro jejich ptipravu. Byly pfipraveny 14zné o slozeni:

e kyselina sirova zifedéna s vodou v poméru 1:1 s ndslednym oplachem v destilované
vodé,

e kyselina chlorovodikova zfedéna s vodou v poméru 1:1 s naslednym oplachem

v destilované vode,

e oplach v 5% roztoku peroxidu vodiku.
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V téchto laznich bylo uzivané sklo postupné ponechdno po dobu 15 minut pfi pokojové

teplote.

Nasledoval oplach skla destilovanou vodou, acetonem, destilovanou vodou a ethanolem.
V konec¢né fazi bylo pfistoupeno ke sterilizaci skla pti 120 °C po dobu 20 min v suSicim

zafizeni Memmert s nucenou cirkulaci vzduchu.

4.3 Zarizeni pro pripravy polymernich roztoki / filmu
Pro ptipravu polymernich roztokt / filma bylo vyuzito n€kolika typl zafizeni:

e TTFC zafizeni,
e tiepaci stroj LT 2,

e magnetické michaci zafizeni IKA RCT basic napojené na temperanc¢ni lazen.

4.3.1 TFFC zarizeni

Prioritné byly roztoky HA pfipravovany ve specidlnim zafizeni, které je oznaceno jako
TFFC. Tento pfistroj umoZznuje cilenou modifikaci fyzikalné-chemickych vlastnosti dis-
perznich systéml za pomoci samoorganizovaného toku kapaliny. TFFC je sestaven ze 2
zakladnich ploch, které ptivadi / odvadi teplo, a to vede pfes samoorganizované procesy
az ke zméné konformaci polymernich klubek v roztoku. Na Obr. 24 se nachézi: (a) expe-
rimentalni pfistroj pro definovanou modifikaci a solidifikaci polymernich roztoki, (b)
funk¢ni subjednotka, (c) ndhled na stfedni Cast funkéni subjednotky. Podrobné&jsi popis

jednotlivych €asti zafizeni + funkce 1ze nalézt v praci A. Minatika a kol. [45].
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Obr. 24. TFFC zarizeni [45]

4.3.2 Trepacistroj LT 2

Pro piipravu polymernich roztoka bylo vyuzito tfepaciho zafizeni s nastavitelnou rychlosti

pohybu v horizontalnim sméru, které je znazornéno na Obr. 25.

Obr. 25. Trepaci zarizeni LT 2

4.3.3 Magnetické michaci zarizeni

Pro ptipravu polymernich roztokii bylo vyuzito magnetického zatizeni typu IKA RCT ba-

cis s termostatem znacky Julabo a temperovanou l1azni, viz Obr. 26.
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Obr. 26. Magnetické michadlo

s temperovanou lazni

4.4 Charakteristika polymernich roztoki
Roztoky HA byly charakterizovany pomoci n€kolika metod:

e DLS,
e tensiometrie,
e viskozitni méfenti,

e SEC-MALS.

44.1 DLS

Dynamicky rozptyl svétla je metoda, kterou lze stanovit velikosti i extrémné malych ¢astic
v submikronovém rozsahu, pfi¢emz tyto ¢astice vykazuji Brownilv pohyb. Rychlost difuze
pohybu ¢astic je nepfimo umérnd hydrodynamickému primeéru ¢astic (Stokes-Einsteinnova

rovnice) [46, 47].

= Ty M
Kde:
k Boltzmannova konstanta
T teplota

n viskozita
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dy hydrodynamicky pramér
D rychlost difuze

Na Obr. 27 je schematicky zndzornén princip metody DLS. Interference elektromagnetic-
kého zafeni mize byt bud’ konstruktivni (zesileni) nebo destruktivni (zeslabeni). Casem
se interference méni, a to diky tomu, Ze ¢astice jsou navazany v kapalindch. Zaznam inter-
ference je provadén pomoci vysoce citlivého fotonasobice (PMT — PhotoMultiplier Tube).
Casova zavislost intenzity rozptyleného svétla zavisi na rychlosti pohybu &astic a tim
1 na jejich velikosti, kterd je analyzovana autokorelaci. Analyzatory zaznamenavaji svétlo
rozptylené (pod thlem 90 ° k dopadajicimu svétlu) nebo rozptyl zpétny (tedy 173 ©) [46,
48].

Dopadaiici svétlo
iy II I

Digitalni
forelator

Brownity poiyh /o

Castice vykonaveyi

Obr. 27. DLS, upraveno dle [46]

Pro charakterizaci byl pouzit Zetasizer nano od firmy Malvern, viz Obr. 28. Tento pfistroj
umoznuje méfit zmény stfedni velikosti polymernich klubek s teplotou. Méteni téchto
zmén probihalo pfi linealn€ se zvysujici teploté v rozmezi 25 az 55 °C. Pted charakterizaci
bylo nutno provést zfedéni roztokli na zakladni koncentraci 0,1 hm. % HA a nasledné zfe-

déni zékladni koncentrace roztoku HA pomoci rozpoustédla v poméru 1:3 a 1:1.

Obr. 28. Zetasizer nano [49]
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4.4.2 Tensiometrie

Povrchové napéti polymernich roztokli bylo méfeno pomoci Wilhelmyho destickové me-
tody. Na povrchu platinové desticky dochazi k vytvoieni meniskl z obou stran. Pokud do-
chazi k pohybu fazového rozhrani vzhledem k desti¢ce smérem dolti, sila F, ktera plisobi
na desticku, vzroste, pticemz v okamziku tésn¢ pfed odtrhnutim dosdhne maxima, coz je

znazornéno na Obr. 29 [50].

Fax = 21y @)
Kde:
Frnax maximalni sila
l délka desticky
y povrchové napéti

"'J::rer,r

Obr. 29. Povrchove napéti [50]

Na kazdou molekulu kapaliny plsobi pfitazlivymi silami sousedni molekuly. Existuje
pfedstava ,,myslené koule* kolem kazdé molekuly kapaliny, jejiz polomér ¢ini 1 nm. Sily
pusobicich okolnich molekul na tuto mySlenou kouli, kterd se nazyva jako sféra molekulo-
vého pisobeni, jsou zanedbatelné. Obr. 30 popisuje to, jakym zplisobem se 1isi silové pu-
sobeni pro molekuly, které se nachézeji blize povrchu kapaliny (sily se nevyrovnavaji
a vysledna sila neni nulové4, mifi do stfedu kapaliny) a pro molekuly, které se nachazeji
v objemové ¢asti kapaliny (molekuly na sebe plsobi pfitazlivymi silami, sily se vzédjemné

vyrusuji) [51, 52].
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Obr. 30. Povrchové napeéti [51]

Pro pfesun molekul z objemové €asti kapaliny na povrch kapaliny je nutno pfekonat sily.
Energie molekul blizko povrchu, povrchova energie, je tim vétsi, ¢im blize k sobé moleku-

ly v kapalin¢ jsou:

E=y- S 3)
Kde:
E povrchova energie
y povrchové napéti
S povrch

Povrchové napéti klesa s rostouci teplotou. Kazda soustava prechazi do takového stavu,

ve kterém ma nejmensi potencialni energii, coZ pro kapalinu zastava tvar koule [51, 52].

Pro samotné méteni povrchového napéti byl pouzit ptistroj KI00OMK3 od firmy Kriiss, viz
Obr. 31. Experimentalni méfeni polymernich roztokd probihalo po dobu 300 sekund
pii teploté (37,0 + 0,1) °C z divodu piiblizeni se teploté lidského téla. Métfeni predchazela

temperace roztokll v susicim zatizeni Memmert pfi teploté 40 °C.
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Obr. 31. Tensiometr Kriiss

K100MK3

4.4.3 SEC-MALS

Jedné se o absolutni techniku pro stanoveni molarni hmotnosti a geometrického poloméru
makromolekul v roztoku. Jde o kombinaci chromatografie s vyloucenim velikosti
s analyzou rozptylu svétla s vice thly. Hyaluronat sodny je detekovan pomoci detektoru
Wyatt MALS s vykonnym softwarem ASTRA. Data jsou analyzovana pomoci Zimmova
grafu, ktery umoZiiuje simultanni extrapolaci na nulovy thel a nulovou koncentraci. Ana-
lyza dat zahrnuje méfeni gyra¢niho poloméru (Rg) a molekulové hmotnosti (M) pribézné
pro eluované vzorky, coz poskytuje okamzity vypocet distribuce molekulové hmotnosti

(Obr. 32) [53, 54].

Elucni objem

Obr. 32. SEC-MALS, HA s molekulovou hmotnosti
1,0.10°% upraveno dle [53]
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Asymetrickd frakcionace pomoci tokového pole byla provedena ve velkém kanalu (LC
model) s lichobéznikovym designem od spolecnosti Wyatt Technology Europe GmbH
(Dernbach, Némecko) vybaveného membranou z regenerované celulozy (MWCO 30 kDa)
od spolecnosti Merck Millipore (Darmstadt, Némecko) a rozpérkou 350 um. Objem injek-

tovaného vzorku ¢inil 180 pl.

Roztok byl hodnocen pomoci HPLC systému Agilent 1100 Series s variabilnim UV detek-
torem (Agilent, Némecko), s pouzitim délky detekcni viny 280 nm. Tento systém byl navic
pfipojen k vicetthlému detektoru rozptylu svétla DAWN EOS (Wyatt, Némecko) a detekto-
ru indexu lomu Shodex RI-71 (Shodex, Némecko). Molekulové hmotnosti a gyracni polo-
méry ze signalii rozptylu svétla byly vypocteny pomoci softwaru ASTRA 6 (Wyatt, N¢-

mecko).

4.4.4 Viskozimetrie

Jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti roztoktit HA je jejich viskozita. Studium viskozity
obecné slouzi k ur€eni vlivu proménnych, jako je koncentrace, molekulova hmotnost, tep-
lota, iontova sila, smykova rychlost apod. VSechny tyto proménné tézZ slouzi k identifikaci

tvaru molekularni domény, expanzi, rigidity a moznych intramolekularnich interakci [53].

K méfeni kinematické viskozity byl vyuzit Ubbelohdeho kapildrni viskozimetr
v kombinaci s ViscoClock SI Analytics GmbH, coZ je zafizeni, které ptfesné odecitd Cas,

za ktery polymerni roztok protece kapilarou. Viskozimetr se nachazi na Obr. 33.

Pro ucel urceni kinematické viskozity byly zvoleny 2 typy sklenénych kapilarnich vis-
kozimetrti. Typ I vykazuje vnittni primér 0,63 + 0,01 mm a konstantu 0,009670 mm?/s°.
Typ II vykazuje vnitini primér 1,13 £ 0,01 mm a konstantu 0,1024 mm?/s*>. Mé&feni bylo
provadéno pii objemu polymerniho roztoku 15 ml za pokojové teploty. K vypoctu kinema-

tické viskozity byl pouZit vztah:

v=r1"'K 4)
Kde:
Y% kinematicka viskozita
T doba pritoku

K konstanta
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Obr. 33. Ubbelohdeho kapilarni

viskozimetr
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci experimentalni prace byly analyzovany roztoky HA o MW = 370 kDa v rozmezi

koncentraci 0,1-1 hm. %.

V prvnim kroku byl studovan vliv filtrace na zmény stiedni velikosti polymernich klubek
charakterizovanych pomoci DLS. Nasledné bylo vybranymi metodami porovnavano cho-
vani HA v roztocich v zavislosti na rozdilnych teplotnich podminkéch jejich ptipravy
atypu disperzniho prostiedi. Byl zohlednén rovnéz vliv koncentrace HA v roztoku.
V posledni fad¢ byly vybrané roztoky solidifikovany do formy filmu a néasledné pievedeny
zpét do roztoku. Pro urceni Cistoty solidifikovanych polymernich filmt byla pouzita infra-

¢ervena spektroskopie (FTIR).
Pozn.: Za preferované disperzni prostiedi byl povazovan pufr (Tris-HCI).
Pozn.: Preferovanou ptipravou polymernich roztoka bylo rozpousténi v TFFC zatizeni.

Pozn.: Charakterizace povrchové aktivity polymernich roztokl probihala pomoci tensio-
metrie pii teploté¢ 37 °C. Méfenym poklesem y v intervalu 16 az 300 s [mN/m] je mySlen
rozdil mezi hodnotou y polymerniho roztoku na konci méteni, tedy 300 s, a hodnotou za-
znamenanou v ¢ase 16 s. Celkovou zménou y v intervalu 0 az 300 s oproti vod¢ [mN/m] je
mySlen pokles / nariist y oproti hodnoté y disperzniho prostfedi (71,00 £ 0,01) mN/m
pfi teploté 37 °C.

Pozn.: Z-ave piedstavuje stfedni velikost polymernich klubek stanovenou z DLS.

5.1 Vliv disperzniho prostredi na chovani HA

Prvnim studovanym faktorem byl vliv sloZeni disperzniho prostfedi, ve kterém byl HA
rozpouStén. Hyaluronové roztoky byly pfipravovany nejdiive v prosttedi vody
a fyziologického roztoku. Nasledné bylo pfistoupeno k piipravé HA roztoki v pritomnosti

pufru.

Obrazek 34 zobrazuje zavislost stfedni velikosti polymernich klubek na linearné se zvySu-
jici teploté. Polymerni roztoky byly pfipraveny za uziti odliSnych rozpoustédel v jinak
identickych podminkach. Pro demonstraci byla zvolena koncentrace 0,1 hm. % HA
v roztoku. Pfiprava roztoka probihala na TFFC zatfizeni pfi teplotnim spadu 50/40 °C.
Z Obr. 34 plyne, ze HA piipraveny v demineralizované vode¢ je schopen se s linedrné zvy-

Sujici teplotou ndhodné rozbalovat a sbalovat, pficemz stfedni velikost polymernich klubek
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se pohybuje v rozmezi hodnot od 150 do 425 nm. Tento fakt neni piekvapivy z toho divo-
du, ze demineralizovanéa voda neobsahuje ionty, které by byly schopny zastabilizovat jeho

strukturu. Existuje zde moznost volné rotace postrannich segment.

Naopak v prostiedi fyziologického roztoku, podobné v prostfedi pufru, dochazi ke stabili-
zaci polymernich klubek. Polymerni roztoky se chovaji termalné stabilnéji, pficemz veli-

kost polymernich ¢astic je vyrazn€ nizsi ve srovnani s vodnym prostiedim.

500
450
400
350
300
250 Purf
200
150
100 Voda
50
0
25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55

T[°C]

Z-Ave [nm]

Fyziologicky roztok

Obr. 34. Srovnani vilivu disperzniho prostredi na stredni velikosti polymernich klubek



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

5.2 VIliv filtrovani na chovani HA v roztocich

Filtrace polymernich roztokii pomoci mikrofiltru o velikosti pori 0,45 um byla provedena
za ucelem eliminace necistot v roztoku pied DLS analyzou. Na Obr. 35 je vyobrazena za-
vislost stfedni velikosti polymernich klubek na teploté pro koncentraci 0,15 hm. % HA
ve fyziologickém roztoku piipraveném pomoci TFFC zafizeni pii teplotnim spadu
50/40 °C.

550
500
450
400
350
300
250
200
150 Nefiltrovany
100
50
0

25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55
T[°C]

Filtrovany: 0,45 um

Z-Ave [nm]

Obr. 35. Grafické znazorneni velikosti polymernich klubek na teploté

s vyobrazenym viivem filtrovani na chovani polymernich roztoku

Z experimentalnich vysledkl plyne, Ze filtrované roztoky vykazuji vyraznou konformacni
stabilitu v rozsahu sledovanych teplot. Divodem tohoto pozorovani miiZze byt rozruSeni
polymerni sit¢ v prubéhu mikrofiltrace nebo odstranéni vétsich agregatii a necistot. Otaz-
kou zstava, zda opravdu nedochézi k rozruSeni tercidlni struktury HA vyvolané rozdilny-
mi podminkami pfipravy polymerniho roztoku. Zajimavou skutecnosti je to, Ze v piipadé
jinych koncentra¢nich pomértt HA v roztoku nebylo mozné pozorovat rozdil mezi filtrova-

nym a nefiltrovanym roztokem.

Po vykonani fady dalSich experimentalnich méfeni, ptfi¢emz pro blizsi specifikaci je ¢ast
téchto vysledkil zndzornéna na Obr. 36, bylo pfistoupeno k tomu, ze jiz filtrace polymer-
nich roztokl pted samotnou charakterizaci pomoci DLS nebyla vykonéna, aby se piedeslo
pfipadnému rozruseni konformac¢niho uspotfadani klubek v dasledku rozdilnych pfistupti

ptipravy polymernich roztoki.
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5.3 Vliv koncentrace HA na chovani tohoto polymeru v roztoku

Ttetim studovanym faktorem, ktery ovliviiuje konformaci polymernich klubek v roztocich,
je vliv smykového namahani biopolymeru, ktery pfimo souvisi s koncentraci polymeru
v roztoku, jak bylo naznaceno v podkapitole 2.6.1. Organizované smykové namdahani
v ramci téchto experimentl bylo zprostfedkovano organizovanymi toky kapaliny genero-

vanymi v disledku teplotnich spadt v TFFC zatizeni.

5.3.1 Rozpousténi HA ve fyziologickém roztoku pomoci tiepaciho zarizeni

U polymernich roztokii pfipravenych pomoci tiepaciho zatizeni a TFFC zatizeni byla pro-
vedena charakterizace zmén stfednich velikosti polymernich klubek s teplotou a schopnosti

obsazovat fazové rozhrani v ¢ase (méfeni povrchového napéti).

Na Obr. 36 jsou vyobrazeny zmény stfedni velikosti polymernich klubek v zavislosti
na zvysujici se teploté. Jak jiz bylo zminéno vyse, tyto polymerni roztoky byly jako jediné
vystaveny filtrovani pfed samotnou charakterizaci pomoci DLS. Z experimentalnich vy-
sledkt vyplynulo, Ze velikost polymernich klubek v zavislosti na linedrné€ se zvySujicim

teplotnim rezimu byla v rozmezi 53 az 110 nm.

Na Obr. 37 je znazornéna graficka zavislost povrchového napéti na Case, ktera vypovida
o tom, Ze polymerni roztoky pfipravené pomoci tfepaciho zafizeni nevykazuji v daném
casovém intervalu zvySenou povrchovou aktivitu. Jejich povrchova aktivita neni vyssi nez
povrchova aktivita vody. Jediné mirné navySeni povrchové aktivity 1ze pozorovat v piipadé
roztokli s nizkym podilem HA (Tab. 2). V takovémto ptipad€ 1ze vychazet z piredpokladu,
Ze pfi této nizké koncentraci vystupuji jednotlivé makromolekuly HA spiSe jako samostat-
né jednotky schopné obsazovat fazové rozhrani. Zatimco v pfipad€ roztokd s vySSim

hmotnostnim podilem HA jsou stabilizovany do podoby prostorové site.
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Obr. 36. Grafické znazorneni zmen velikosti polymernich klubek s teplotou

pro HA ve fyziologickém roztoku s naslednou filtraci. Roztoky pripravené pomoci

trepactho zarizeni.
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Obr. 37. Graficka zavislost povrchového napéti na case pro HA ve fyziologickém roztoku.

Roztoky pripravené pomoci tFepaciho zarizeni.

Tab. 2. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 37

Méreny pokles y
Celkova zména v v intervalu
w [hm. %] T [°C] v intervalu 16 az 300 s
0 az 300 s oproti vodé [mN/m]
[mN/m]

0,1 1,14+ 0,09 0,26 + 0,09

0,5 23 0,41 +0,03 -0,08 £ 0,02

1 0,67 + 0,05 -0,75 £ 0,08
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5.3.2 Rozpousténi HA ve fyziologickém roztoku pomoci TFFC zarizeni

Primarni ptiprava polymernich roztokti byla provadéna pomoci fizeného smykového na-
mahani kapaliny, které je generovano na zakladé nastaveného teplotniho spadu v TFFC
zafizeni.

Pro demonstraci vlivu TFFC zatfizeni na zmény fyzikalné-chemickych charakteristik HA

byl tento polymer rozpoustén ve fyziologickém roztoku pti teplotnim spadu 50/40 °C.

Na Obr. 38 je vyobrazena grafickd zavislost stfedni velikosti polymernich klubek na zvy-
Sujici se teploté, ze které lze pozorovat rozdilné hodnoty stfedni velikosti polymernich klu-
bek vzhledem k pfipravé stejnych polymernich roztokd pomoci tfepani, viz Obr. 36.
Z experimentalnich vysledkti vyplynulo, ze stfedni velikost polymernich klubek HA

se pohybuje rozmezi 87-212 nm.

U niz§iho hmotnostniho podilu HA v roztoku se stfedni velikost polymernich klubek po-
hybovala v §ir§im rozmezi velikosti oproti jinym zvolenym koncentracim. Tuto skute¢nost
1ze opét pricitat rozdilnym agregacnim a sitotvornym schopnostem HA pfi rozdilnych po-
dilech tohoto polymeru v roztoku. Celkovée lze konstatovat, Ze na zminéné zavislosti nelze

pozorovat vyrazngj$i nestabilitu z hlediska zmén stfedni velikosti klubek HA s teplotou.

Na Obr. 39 je znazornéna grafickd zavislost povrchového napéti na case, kterd vypovida
o tom, Ze polymerni roztok obsahujici 0,5 hm. % HA vykazuje vyss§i povrchovou aktivitu.
Toto napovidd o skutecnosti, Ze pro dosazeni zmén v konforma¢nim uspotadani fetézcii
HA je nezbytné zvolit vhodné disperzni prostfedi, hmotnostni podil polymeru v roztoku
a spravny teplotni rezim rozpousténi v TFFC zafizeni, jak bude podrobnéji diskutovano

v dalSich castech vysledk této prace.
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Obr. 38. Grafické znazorneni velikosti polymernich klubek na teploté pro polymerni

roztoky pripravené ve fyziologickém roztoku pri T = 50/40 °C
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Obr. 39. Graficka zavislost zmén povrchového napéti na case pro polymerni roztoky

pripravené ve fyziologickém roztoku pri T = 50/40 °C

Tab. 3. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 39

Méreny pokles y
Celkova zména v v intervalu 0
w [hm. %] T [°C] v intervalu 16 az 300 s
az 300 s oproti vodé [mN/m]
[mN/m]
0,1 0,80 + 0,06 0,03 £0,08
0,5 50/40 4,27 £ 0,30 6,51 +0,16
1 0,96 £ 0,07 -0,45 + 0,09
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5.3.3 Rozpousténi HA v roztoku pufru pomoci tiepaciho zarizeni

Ttetim disperznim prostfedim pro HA byl roztok pufru (Tris-HCl). Podobné jako v piede-
Slych ptipadech bylo pro rozpousténi vyuzito tfepaciho zatizeni a TFFC zafizeni. Mimo
tyto piistupy bylo dale vyuzito temperovaného michéni. Vysledky z jednotlivych pfistupti
rozpousténi budou diskutovany v nésledujicich podkapitolach. Tato cast vysledki bude
vénovana piipravé polymernich roztokli pomoci tfepaciho zatizeni pfi laboratorni teplote,

23 °C.

Z vysledki uvedenych na Obr. 40 plyne, ze kazdy z vySe charakterizovanych roztokt
se vyznacuje rozdilnymi zménami stfednich velikosti polymernich klubek s teplotou. Nej-
mensi zmeény z pohledu vyvoje stfedni velikosti polymernich klubek 1ze pozorovat v piipa-
dé roztokt s podilem HA 0,1 hm. %. Zaznamenana stiedni velikost polymernich klubek
HA se ménila s teplotou v rozmezi 50-350 nm. Nejvétsi vykyvy v méfenych hodnotach

byly zaznamenany v pifipadé roztoku s obsahem 0,5 hm.% HA.

Na Obr. 41 je znazornéna graficka zavislost povrchového napéti na Case. I v tomto ptipadé
lze konstatovat, Ze vySs$i hmotnostni podily polymeru v roztoku propijcuji polymernimu
systému povrchovou inaktivitu. Neni tomu tak v ptipad¢ 0,1 hm. % HA v roztoku, ktery
se jevi mirn¢ povrchové aktivné. V prostiedi pufru ¢ini povrchova aktivita pro koncentraci
0,1 hm. % HA y = 4,95 £ 0,14 mN/m. V ptipad¢ vyhodnoceni povrchové aktivity u fyzio-

logického roztoku pfi téZe koncentraci HA povrchova aktivita €ini y = 0,26 £ 0,09 mN/m.
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Obr. 40. Grafické zndzorneni zmeén stredni velikosti polymernich klubek HA s teplotou

v prostredi Tris-HCI pufiu. Roztoky pripraveny pomoci tiepaciho zarizeni pri 23 °C
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Obr. 41. Graficka zavislost zmén povrchového napéti na case pro polymerni roztoky

HA pripravené v prostiedi Tris-HCI pufiu pomoci trepaciho zarizeni pri 23 °C

Tab. 4. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 41

Méreny pokles y

Celkova zména v v intervalu

w [hm. %] T [°C] v intervalu 16 az 300 s
0 az 300 s oproti vodé [mN/m]
[mN/m]
0,1 2,43 +0,17 4,95+0,14
0,5 23 1,36 0,10 0,7+0,1
1 0,75 £ 0,05 -0,40 £ 0,08
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5.3.4 Rozpousténi HA v roztoku pufru pomoci temperovaného michani

Dalsim pfistupem ptipravy polymerniho roztoku s ohledem na studium zmén sttedni veli-
kosti polymernich klubek s teplotou a zmén jejich povrchové aktivity na fazovém rozhrani

kapalina/plyn bylo temperované michani pii teploté 46 °C.

Na Obr. 42 je vyobrazena zavislost stiedni velikosti polymernich klubek na teploté.
Z experimentalnich vysledki vyplynulo, ze teplotni trendy jsou s pfipravou totozného roz-

toku pomoci tfepaciho zatizeni rozdilné, viz. srovnani s Obr. 40.

Oproti pfipraveé polymernich roztokli pomoci tiepaciho zatizeni, viz Obr. 40, 1ze pozoro-
vat, Ze se zaznamenané zmény stfedni velikosti polymernich klubek pomoci DLS pohybuji
v uz$im rozmezi hodnot, a to mezi 66 a 233 nm. Jesté vétsi pokles téchto hodnot 1ze pozo-
rovat v piipad¢ ptipravy polymernich roztoki pomoci TFFC zatizeni, viz Obr. 44, jak bude

diskutovéano v nasledujici podkapitole.

Na Obr. 43 se nachazi grafické znadzornéni zmén povrchového napéti na Case. Z tohoto
porovnani je patrny mirny pokles povrchového napéti v Case pro nejmensi hmotnostni po-
dil polymeru v roztoku. Oproti pfistupu zaloZeném na tfepani, Obr. 41, je tento pokles za-

nedbatelny.
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Obr. 42. Grafické znazorneni zmen stiedni velikosti polymernich klubek HA s teplotou

pro Tris-HCI roztoky pripravené pomoci michani pri 46 °C
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Obr. 43. Grafické zndzornéni zmén povrchového napéti v ¢ase pro Tris-HCI roztoky HA

Tab. 5. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 43

pripravené pomoci michani pri 46 °C

Méreny pokles y

Celkova zména v v intervalu

w [hm. %] T [°C] v intervalu 16 az 300 s
0 az 300 s oproti vodé [mN/m]
[mN/m]
0,1 1,94+ 0,15 1,89 +0,13
0,5 46 1,02 £ 0,06 0,23 £ 0,08
1 0,97 £ 0,07 -0,06 £ 0,09
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5.3.5 Rozpousténi HA v roztoku pufru pomoci TFFC zartizeni

Poslednim pfistupem piipravy polymernich roztoki v prostiedi pufru (Tris-HCI) bylo vy-
staveni feté¢zci HA ucinkam teplotniho spadu v TFFC zatizeni. Roztoky byly pfipravovany

pii spadu 50/40 °C.

Na Obr. 44 je vyobrazena grafickd zavislost zmén stfedni velikosti polymernich klubek
s rostouci teplotou. Z tohoto porovnani je patrné, ze stfedni velikost polymernich klubek
charakterizovana pomoci DLS se pro vSechny hmotnostni podily HA v Tris-HCI pohybuje
v rozmezi 58-207 nm. Toto rozmezi je v porovnani s pfipravou pomoci tfepani nebo mi-
chéni pfi zvySené teploté nejmensi. Tato skutecnost naznacuje vyznamny vliv organizova-
nych tokl kapaliny a zvySené stiedni teploty roztokd na zménu stiedni velikosti klubek HA

a moznosti jejich nasledné expanze pii vyssich teplotach.

Souhrnné jsou vysledky z DLS méfeni pro rizné piistupy piipravy HA roztokl v Tris-HCl

porovnany na konci této podkapitoly.

Na Obr. 45 se nachazi grafické zavislost povrchového napéti na Case. Zde je rovnéz patrny
vliv fizeného smykového naméahani polymernich fetézcl v roztoku Tris-HCI. Na Obr. 45
lze pozorovat, Ze 1 vyS$§i hmotnostni podil polymeru mize vykazovat mirné zvySenou po-
vrchovou aktivitu. Podobné jako v ptipadé predeslych zplsobi ptipravy nejvyssi povrcho-

vou aktivitu vykazuje nejnizsi podil polymeru v roztoku.
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Obr. 44. Grafické zndzorneni zmeén stredni velikosti polymernich klubek HA s teplotou

pro Tris-HCl roztoky pripravené v TFFC pri T = 50/40 °C
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Obr. 45. Grafické zndzornéni zmén povrchového napéti v c¢ase pro Tris-HCI roztoky

HA pripravené pomoci TFFC pri T = 50/40 °C

Tab. 6: Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 45

Méreny pokles y

Celkova zména v v intervalu

w [hm. %] T [°C] v intervalu 16 az 300 s
0 az 300 s oproti vodé [mN/m]
[mN/m]
0,1 3,90 + 0,30 4,74 + 0,19
0,5 50/40 0,76 + 0,06 0,22 +0,08
1 2,21+0,15 1,44 £ 0,13
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Obr. 40. Grafické znazorneni zmen stiedni velikosti polymernich klubek HA s teplotou

v prostredi Tris-HCI pufiu. Roztoky pripraveny pomoci tiepaciho zarizeni pri 23°C.
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Obr. 42. Grafické zndazorneni zmén stiedni velikosti polymernich klubek HA s teplotou

pro Tris-HCI roztoky pripravené pomoci michani pri 46 °C
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Obr. 44. Grafické zndzorneéni zmen stredni velikosti polymernich klubek HA s teplotou

pro Tris-HCl roztoky pripravené v TFFC pri T = 50/40 °C
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5.4 Vliv stiedni teploty a teplotniho spadu

Vysledky prezentované v ramci predeslé podkapitoly ukazaly vliv rozdilnych zptsobi pii-
pravy HA v roztoku Tris-HCI pufru na zmény fyzikalné-chemickych charakteristik tohoto
makromolekuldrniho systému. Slabym mistem téchto srovnani je fakt, Ze rozpousténi jed-
notlivych roztokti probihalo pii rozdilnych stfednich teplotach. S cilem prokdzat domi-
nantni vliv organizovanych tokii kapaliny na zmény vlastnosti klubek HA v roztoku byly
v ramci dalSich experimentll uvazovany nejen teplotni spady, ale rovnéz stfedni teploty

v roztoku, viz. Tab. 7

Tab. 7. Stredni teploty polymernich roztokii pri nastavenych teplotnich spadech

Nastaveny teplotni spad Sti‘edni teplota polymerniho roztoku
[°C] [°C]
50/10 45,9
46/46 46,0
50/20 46,3
50/30 48,8
50/40 49.4

Pro srovnani vlivu teplotnich spadt a absolutnich teplot byl zvolen experiment, kde bylo
pfistoupeno k ptipravé polymernich roztokl o stejné koncentraci HA za teplotnich podmi-
nek: 50/10 °C, 50/20 °C, 46/46 °C a 46 °C. Srovnavaci teplota 46 °C byla zvolena z toho
divodu, Ze stiedni teplota roztoku pii teplotnim spadu 50/10 °C, popt. 50/20 °C se pohybu-
je blizko 46 °C.

Na Obr. 46 se nachéazi grafickd zavislost zmén stiedni velikosti polymernich klubek
na teploté pro 1 hm. % HA v prostiedi Tris-HCI pufru. Z této zavislosti 1ze vypozorovat
zcela rozdilné chovani polymernich klubek ptipravenych v riznych teplotnich rezimech.

To poukazuje na vliv teplotniho spadu na uspotadani polymernich klubek v roztoku.

Na Obr. 47 je zndzornéna grafickd zavislost povrchového napéti na Case. Z grafické zavis-
losti je patrné, ze teplotni spad 50/20 °C propij¢uje HA v roztoku nejvyssi povrchovou
aktivitu. Teplotni spad 50/10 °C ¢ini polymer mirn¢ povrchové aktivnim. Ptiprava poly-

merniho roztoku pfi konstantni teploté (46/46 °C) dany systém vyraznéji neovliviiuje.
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Obr. 46. Zmeny stiednich velikosti polymernich klubek s teplotou pro 1 hm. % HA

Tris-HCI roztoky pripravené pri rozdilnych teplotnich spadech a stiednich teplotach
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Obr. 47. Srovnani zmeén povrchového napéti v case pro 1 hm. % HA v Tris-HCI roz-

toky pripravené pri rozdilnych teplotnich spadech a strednich teplotach

Tab. 8. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 47

Méreny pokles y
Celkova zména v v intervalu
T [°C] w [hm. %] v intervalu 16 az 300 s
0 az 300 s oproti vodé [mN/m]
[mN/m]
50/10 1,5+0,1 0,7+0,1
50/20 3,2+£0,2 4,83 £0,16
1
46/46 1,01 £0,07 -0,19 + 0,09
46 0,97 £ 0,07 -0,06 + 0,09
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Dalsi experimenty byly zaméfeny na uréeni vhodného teplotniho spadu pro zvolené kon-

centrace HA v roztoku Tris-HCI, a to pro 0,1 hm. % HA, 0,5 hm. % HA a 1 hm. % HA.

Na Obr. 48, 49 a 50 jsou znazornény grafické zavislosti zmeén stiednich velikosti polymer-

nich klubek s rostouci teplotou charakterizace pomoci DLS.

Z Obr. 48 je patrné, ze v piipad€ 0,1 hm. % HA v prostfedi Tris-HCI nelze pozorovat vy-
raznéj$i zmény stiedni velikosti polymernich klubek s teplotou. Mirnéjsi posun stfedni
velikosti polymernich klubek je pozorovan pro teplotni spady 50/30 °C a 50/40 °C.
V ptipad€ pouziti teplotniho spadu 50/30 °C vykazuje dany systém znacnou povrchovou

aktivitu (zmény y = 19,1 £ 0,1 mN/m), jak plyne z dat uvedenych na Obr. 51 a v Tab. 9.

Z Obr. 49 vyplyva, ze pro koncentraci 0,5 hm. % HA v prostiedi pufru dochazi k nejvyraz-
néjSim zménam velikosti polymernich klubek s teplotou v ptipadé roztokli vystavenych
teplotnimu spadu 50/20 °C a 50/30 °C. Vzhledem k tomuto rozmezi byl pro dalsi charakte-
rizaci pfipraven roztok pfi teplotnim spadu 50/25°C. Roztok ptipraveny pii takovémto tep-
lotnim rozdilu vykazuje nejvyraznéjsi narist povrchové aktivity HA vzhledem k ¢istému

rozpoustédlu: y = 5,1 £ 0,2 mN/m, viz Tab. 9.

V ptipadé polymerniho roztoku s obsahem 1 hm.% HA lze pozorovat nejvyraznéjsi zmény
stiedni velikosti polymernich klubek s teplotou pro roztoky pfipravené pii teplotnim spadu
50/20 °C a 50/30 °C, viz Obr. 50. Nejvyssi povrchovou aktivitu na fazovych rozhranich
kapaliny plyn vykazuje systém pfipraveny pi1 teplotnim spadu 50/20 °C:
v =4,83 £ 0,16 mN/m, viz Tab. 9.

Obrazky 48, 49 a 50 poukazuji na to, ze ¢im je vysSi koncentrace HA v roztoku, tim je
tteba zvolit vyssi teplotni spad tak, aby dany polymerni systém vykazoval vyssi povrcho-
vou aktivitu na fazovych rozhranich kapalina/plyn. AvSak teplotni spad nesmi byt zvolen

pfili§ vysoky, aby nebylo naruSeno organizované proudéni kapaliny.

Z experimenti vyplynulo, Ze pro koncentraci 0,1 hm. % HA v prostfedi pufru Tris-HCI je
vhodny teplotni spad 50/30 °C. Pro koncentraci 0,5 hm. % HA v prostiedi pufru Tris-HCI
je vhodny teplotni spad 50/25 °C. Pro koncentraci 1 hm. % HA v prostiedi pufru Tris-HCI
je vhodny teplotni spad 50/20 °C.
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Obr. 48. Zmeny stiedni velikosti polymernich klubek s teplotou pro Tris-HCI roztoky s
0,1 hm. % HA. Roztoky pripravovany pri rozdilnych teplotnich spadech v TFFC zarizeni.
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Obr. 49. Zmeny stiedni velikosti polymernich klubek s teplotou pro Tris-HCI roztoky s
0,5 hm. % HA. Roztoky pripravovany pri rozdilnych teplotnich spadech v TFFC zarizeni.
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Obr. 50. Zmeny stredni velikosti polymernich klubek s teplotou pro Tris-HCI roztoky s
1 hm. % HA. Roztoky pripravovany pri rozdilnych teplotnich spadech v TFFC zarizeni.
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Na Obr. 51 je znazornéna graficka zavislost povrchového napéti na Case pro teplotni rezi-
my, pti nichz porovnavané vzorky HA vykazovaly nejvyssi povrchovou aktivitu, tj. nejveét-
§i pokles métené hodnoty povrchového napéti v Case. Nevyssi povrchovou aktivitu opét

vykazoval systém s nejnizSim hmotnostnim podilem polymeru, viz. Tab. 9.
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Obr. 51. Grafické zndzorneni zmén povrchoveho napéti na case pro rozdilné hmot-

nostni podily HA v roztoku Tris-HCI a tomu odpovidajici teplotni spady, viz. Tab. 9.

Tab. 9. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 51

Méreny pokles y
Celkova zména v v intervalu

T [°C] w [hm. %] v intervalu 16 az 300 s

0 az 300 s oproti vodé [mN/m]

[mN/m]

50/30 0,1 1,19 £ 0,09 19,1 £0,1
50/25 0,5 4,0+0,3 5,1+£0,2
50/20 1 32+0,2 4,83 +£0,16
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5.5 Viskozitni méreni

V ramci objasnéni vlivu rozdilnych procesnich podminek piipravy roztokt HA na jejich
tokové vlastnosti byla méfena kinematicka viskozita u Sesti vybranych vzorkl pii labora-

torni teploté, 23 °C.

Pro méfeni viskozity byly piipraveny roztoky na TFFC zafizeni, a to: 0,1 hm. % HA
(50/30 °C), 0,5 hm. % HA (50/25 °C) a 1 hm. % HA (50/20 °C) v prostfedi pufru
Tris-HCI. Dale byly piipraveny referen¢ni roztoky pomoci tiepaciho zatizeni pii laborator-
ni teplote, 23 °C.

Pro charakterizaci roztokli o koncentraci 0,1 hm. % HA a pro charakterizaci samotného

pufru Tris-HCI byl vyuzit viskozimetr typu I, s konstantou K = 0,009670 mm?/s°.

Pro charakterizaci 0,5 hm. % HA a 1 hm. % HA byl vyuzit viskozimetr typu II, s konstan-
tou K = 0,1024 mm?/s°.

Tab. 10. Namérené casy priitoku a vypoctené viskozity pro HA roztoky v Tris-HCI

Charakterizace rozpoustédla, voda s Tris-HCI

T[s] v [mm?/s]

97,19+ 0,11 0,940 + 0,001

Charakterizace HA vodnych roztoki s Tris-HCI

Priprava w [hm. %] T [s] v [mm2/s]
TFFC
50/30 °C 203,8£0,5 1,97 £ 0,01
0,1
Ttepaci zatizeni
23 °C 222,7+£0,5 2,15+ 0,01
TFFC
50/25 °C 123,4+0,3 12,63 + 0,03
0,5
Ttepaci zatizeni
23 °C 139,4+0,5 14,27 + 0,05
TFFC
50/20 °C 451£3 46,2+ 0,3
1
Ttepaci zatizeni
23 °C 523,6 +1,3 53,62 + 0,14
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V Tab. 10 se nachdzi namétené Casy prutoku a vyhodnoceni viskozity pro samotné roz-
poustédlo 1 polymerni roztoky. Z experimentalnich vysledkt vyplynulo, Ze hodnoty visko-
zity jsou pro polymerni roztoky, které byly vystavené teplotnimu spadu, nizsi oproti poly-
mernim roztokim, které¢ byly vystaveny pfipravé pomoci tfepaciho zafizeni. Do urcité mi-
ry tato skutecnost mize byt dana i rozdilnymi stfednimi teplotami, pfi nichz byl HA roz-

pousten.

Tyto vysledky pfimo naznacuji konformaéni zmény fetézct HA v roztoku. Vlivem samoo-
ganizovan¢ho toku kapaliny (TFFC) dochazi k fizenému proudéni kapaliny a tim
ke zmén€ konformace polymernich klubek v disledku koordinovaného proudéni toku.

Takto upravené systémy se projevuji nizsi viskozitou.

Pro tfepané roztoky, charakterizované pii laboratorni teploté, ¢ini sttedni velikost poly-
mernich ¢astic konktrétné pro koncentraci HA 0,1 hm. %: 75,29 nm; pro 0,5 hm. %:

79,39 nm a pro 1 hm. %: 121,25 nm.

Pro roztoky ptipravené pomoci TFFC zatfizeni, charakterizované pii laboratorni teploté,
¢ini stfedni velikost polymernich ¢astic konktrétné pro koncentract HA 0,1 hm. %:

75,05 nm; pro 0,5 hm. %: 62,90 nm a pro 1 hm. %: 115,83 nm.
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5.6 Vliv solidifikace

V ramci této podkapitoly bude feSen vliv solidifikace polymerniho roztoku HA do podoby
filmu s naslednym rozpusténim a opétovnou charakterizaci rozpusténého HA s ohledem
na zmény stfednich velikosti polymernich klubek a jejich povrchovou aktivitu na fazovych

rozhranich kapalina/plyn. Provedeny experiment se da shrnout nasledovné¢:

Prasek HA — Roztok HA z prasku — Solidifikovany film HA — Roztok HA z filmu

Polymerni roztoky s obsahem 0,15 hm. % HA byly pfipravovany pfi teplotnich spadech
50/30 °C a 46/46 °C v prosttedi pufru. Dale byly tyto roztoky solidifikovany pii stejném
teplotnim spadu, tedy 50/30 °C (poptipad¢ 46/46 °C), po dobu 24 hodin. Nasledné bylo
ptistoupeno k opétovnému ptevedeni vzniklych polymernich filma na polymerni roztoky
pomoci pufru nebo demineralizované vody na vychozi koncentraci pted solidifikaci filmu
HA. Rozpousténi polymernich filmi bylo provadéno po dobu 24 hodin pfi laboratorni tep-
loté, 23 °C.

Pro posouzeni vlivu proudéni v TFFC zatfizeni na polymerni roztoky byly pfipraveny roz-
toky o stejné koncentraci HA v prostiedi pufru Tris-HCI pomoci tfepaciho zatizeni pfi la-
boratorni teploté. Tyto roztoky byly solidifikovany pfi teplotnim spadu 50/30 °C na TFFC

zatizeni po dobu 24 hodin.

Proces solidifikace byl provadén na Petriho misce o vnitfnim priméru 6 cm, pfic¢emzZ ob-

jem davkovaného zdkladniho roztoku na Petriho misku ¢inil 14,030 ml.

Pro ovéteni zbytkového mnozstvi Tris v solidifikovaném filmu byla provedena FTIR ana-
Iyza HA vrstev po odpateni rozpoustédla. Z FTIR spekter vyplynulo, Ze Tris je 1 po solidi-
fikaci stale pfitomen v HA filmu. Na Obr. 52 je porovnano spektrum HA filmu z vody
aroztoku obsahujiciho Tris oproti spektru Tris ve formé prasku. Typické piky pro Tris

se nachazi v rozmezi 3400 az 3250 cm’.
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Obr. 52. Porovnani FTIR spekter filmu HA pripravenych z vodného prostredi nebo

v prostredi obsahujiciho Tris oproti cistému Tris v praskové formeé
Pozn.: Pro analyzu FTIR bylo vyuZito thermoscientific Spektrometru FTIR Nicolet iS5.

Vznikly polymerni film je vyobrazen na Obr. 53. Polymerni film z TFFC zafizeni je rozdé-

len na 4 ¢asti, pfi¢emz sam o sob¢ je hladky, bez znamek ptitomnosti pufru.

Obr. 53. Polymerni film z TFFC

Na Obr. 54 jsou uvedeny zmény stfedni velikosti polymernich klubek v zavislosti na teplo-
t& méfeni pro 0,15 hm. % roztoky HA v Tris-HCI, které byly pouzity pro néslednou piipra-
vu polymernich filma. Z téchto srovnani je patrné, ze vzorky pfipravované pii vyssi teploté
nebo teplotnim spadu se vyznacuji rozdilnym chovanim jak vzhledem ke zméné stfedni
velikosti polymernich klubek s teplotou, tak s ohledem na miru povrchové aktivity, viz

Obr. 55a Tab. 11.
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Obr. 54. Zmeny stiedni velikosti HA klubek s teplotou pro 0,15 hm. % HA v Tris-HCI
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Obr. 55. Zmeény povrchového napéti v case roztokii s 0,15 hm. % HA v Tris-HCI

Tab. 11. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 55

Méieny pokles y Celkova zména vy
w
T [°C] v intervalu 16 az 300 s v intervalu 0 az 300
[hm. 0/0]
[mN/m] s oproti vodé [mN/m]
23 0,30 £ 0,02 0,45 + 0,06
0,15 46/46 1,3+0,1 1,5+0,1

50/30 2,36+0,17 593+0,14

Obrazek 56 znéazornuje teplotni zavislost stiedni velikosti klubek HA na teploté.
Na Obr. 56 se nachazi zakladni polymerni roztok (50/30 °C), ktery byl pfipraveny pomoci
TFFC pfi teplotnim spadu 50/30 °C v prosttedi pufru Tris-HCI. Tento polymerni roztok
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byl podroben procesu solidifikace pomoci TFFC zafizeni pfi stejn€ nastaveném teplotnim
spadu. Po 24hodinové solidifikaci byl polymerni film zpétné rozpustén pomoci Tris-HCI
pufru / demiralizované vody na ptivodni koncentraci HA v roztoku. Opétovné rozpousténi
bylo provedeno po dobu 24 hodin za laboratorni teploty. U téchto polymernich roztokt
(50/30 °C — pufr, 50/30 °C — voda) byla provedena charakterizace zmén stfedni velikosti

polymernich klubek s teplotou méteni (DLS) a zmény povrchové aktivity (Tensiometrie).

Z Obr. 56 vyplynulo, ze jednotlivé teplotni trendy jsou si podobné, pfi¢emz ty roztoky,
u kterych byl aplikovéan proces solidifikace, vykazuji celkové vyssi velikost polymernich

klubek oproti zakladnimu roztoku.

Na Obr. 57 je vyobrazena zavislost povrchového napéti na ¢ase pro zakladni polymerni
roztok a pro polymerni roztoky ptipravené ze solidifikovaného polymerniho filmu. Poly-
merni roztoky z filmt HA vykazuji vysokou povrchovou aktivitu. Rozdil v povrchové ak-
tivité u opctovné rozpusténych polymernich roztok je nutno pficitat nejen solidifikaénimu
procesu, ale 1 zdkladni ptipraveé roztoku pomoci TFFC zatizeni pied vlastni solidifikaci, jak

plyne z vysledkili na Obr. 58, 59 a Tab. 12.
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Obr. 56. Zmeny stiedni velikosti HA klubek s teplotou pro 0,15 hm. % HA v Tris-HCI

pripraveného ze solidifikovaného filmu
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Obr. 57. Zmény povrchového napéti v c¢ase roztokii s 0,15 hm. % HA v Tris-HCI pripra-

veného ze solidifikovaného filmu

Tab. 12. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 57

Méreny pokles y Celkova zména vy
w
T [°C] v intervalu 16 az 300 s v intervalu 0 az 300
[hm. %]
[mN/m] s oproti vodé [mN/m]

50/30 2,36+ 0,17 593+0,14
0,15 50/30 — voda 2,28+0,15 23,58+ 0,13
50/30 — pufr 2,17+0,15 25,14+ 0,12
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Pokud byl polymerni roztok pfipraven pomoci tfepaciho zatizeni pii laboratorni teploté
(23 °C) a nasledné byl solidifikovan pii teplotnim spadu 50/30 °C a v kone¢né fazi byl
polymerni film opétovné rozpustén pomoci demineralizované vody nebo pufru na pivod-
nich 0,15 hm. % HA v roztoku, tedy jedinda zména nastala v po¢atecni ptipravé zdkladniho

roztoku, byly pozorovany rozdilné vysledky oproti datiim na Obr. 56 a 57.

Z Obr. 58 vyplynulo, ze pokud nebyl polymerni roztok ptipraven pomoci TFFC zatizeni,
ale byl pfipraven pomoci tiepaciho zafizeni, tak ani proces solidifikace pomoci TFFC zaii-
zeni neni dostatecny k tomu, aby dodal polymernimu roztoku specifické fyzikalni vlastnos-
ti. Déle lze pozorovat, Ze pokud pro opétovné rozpusténi polymerniho filmu bylo vyuzito
jiného rozpoustédla nez toho, které bylo pocatecné aplikovano pro zakladni ptipravu roz-
toku, tedy demineralizované vody, tak roztok vykazoval rozdilné chovani. Nebylo zde po-
zorovéano podobné chovani jako u zakladniho tfepaného roztoku (s ohledem na charakteri-
zaci DLS). Lze pozorovat, stejn€ jako ve vySe popsaném piipadé (Obr. 56), Ze polymerni
roztoky, které prosly procesem solidifikace, vykazuji vyssi hodnoty stfedni velikosti poly-

mernich klubek v zavislosti na teploté méfeni pomoci DLS.

Z hlediska charakterizace povrchové aktivity téchto polymernich roztokd (Obr. 59) nebylo
dosazeno takovych vysledkil jako v pfedchozim ptipadé (Obr. 57). Z Obr. 59 je patrné, ze
pokud bylo pro opétovné rozpusténi polymerni filmu pouzito demineralizované vody, po-
lymerni roztok vykazoval vyS§$i povrchovou aktivitu a znacnou termalni nestabilitu méte-

nych zmén stfednich velikosti polymernich klubek pomoci DLS.
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Obr. 58. Zmeny stiredni velikosti HA klubek s teplotou pro 0,15 hm. % HA
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Obr. 59. Zmeny povrchového napéti v case roztokii s 0,15 hm. % HA v Tris-HCI

pripraveného ze solidifikovaného filmu z tfepaného roztoku

Tab. 13. Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 59

Méieny pokles y Celkova zména y
w
T [°C] v intervalu 16 az 300 s v intervalu 0 az 300
[hm. 0/0]

[mN/m] s oproti vodé [mN/m]

23 0,30 = 0,02 0,45+ 0,06

0,15 50/30 — voda 2,62 +0,19 5,64 £0,15

50/30 — pufr 0,45 £ 0,04 0,53+ 0,07
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5.7 SEC-MALS charakterizace roztoku HA

Pro vyhodnoceni jednotlivych charakteristik byly pfipraveny polymerni roztoky v prostiedi

pufru, piicemz sttedni MW HA ¢inila 370 kDa.
Pozn.: Mn je ¢iselny a Mw je hmotnostni stted molekulovych hmotnosti.
Pozn.: R(avg) se rozumi hydrodynamicky polomér klubka HA.

Na Obr. 60 je vyobrazen chromatogram pro polymerni roztok obsahujici 0,5 hm. % HA.
Tento roztok byl pfipraven v prostiedi pufru pfi teplotnim spadu 50/20 °C. Pticemz RI

znamena refrakéni index a V' znamena retenéni ¢as.
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Obr. 60. SEC-MALS chromatogram s MW v piku pro 0,5 hm. % roztok HA
v Tris-HCI pripraveny v teplotnim spadu 50/20 °C pomoci zarizeni TFFC

V Tab. 14 jsou vyhodnoceny charakteristiky HA rozpousténého pomoci TFFC zatizeni.
Pti konstantni teploté 46/46 °C byl pozorovan pokles ,,stoupani kiivky* se zvySujici
se koncentraci polymeru v roztoku. Zaroven byl pozorovan pokles Mn i R(avg). V ptipadé
ptipravy v teplotnim spadu 50/20 °C byl tento trend opaény. Srovname-li tato data s vy-
sledky pro ostatni zplisoby pfipravy roztokiit HA (temperované tiepani nebo michani), viz
Tab. 15 a 16, tak je nutné konstatovat, ze nepozorujeme zaddné jednoznacné trendy vypovi-
dajici o rozdilné ptipravé danych vzorki. Jediné, co lze obecné konstatovat, je to, Ze hod-
nota R(avg) se pohybuje kolem 60 nm a stoupani kiivky je do hodnoty 0,36. Z hlediska
stoupani kiivky existuje pravidlo, které hovoti o tom, Ze pokud je hodnota mensi nez 0,33,
znamena to, Ze polymer tvoii sféru. Od hodnoty 0,5 po hodnotu 0,6 polymer vytvaii line-
arn¢ protazené nahodné klubko. KdyZ je hodnota vyssi nez 1, tak tvoii rigidni ty€inku.

Z hlediska zvolenych koncentraci polymeru v roztoku a stfedni molekulové hmotnosti
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370 kDa lze konstatovat, ze vSechny pfipravené roztoky spadaji do kategorie sférickych
castic.
Zéavery ztohoto méfeni nutno brat jako orientatni z divodu malého poctu opakovani

a nedostatecného prozkoumani vlivu tokli na HA fetézce v pribc¢hu jejich separace

v prutokovém kandle SEC-MALS zatizeni.

Tab. 14. Vyhodnoceni SEC-MALS pro HA v Tris-HCI z TFFC zafizeni

Stoupani
w [hm. %] T [°C] Mn [kDa] Mw [kDa] R(avg) [nm]
krivky
0,1 383,6 463,8 64,6 0,2418
46/46
1 323,0 394,8 60,5 0,1290
0,1 50/20 361,2 496,6 60,0 0,1730
1 Ts=46 319,2 416,6 61,5 0,3621
Tab. 15. Vyhodnoceni SEC-MALS pro HA v Tris-HCI z temperovaného tirepani
Stoupani
w [hm. %] T [°C] Mn [kDa] Mw [kDa] R(avg) [nm]
krivky
0,1 3274 422,1 62,3 0,2597
46
1 326,0 4243 60,1 0,3519

Tab. 16. Vyhodnoceni SEC-MALS pro HA v Tris-HCI z temperovaného michani

Stoupani
w [hm. %] T [°C] Mn [kDa] Mw [kDa] R(avg) [nm]
krivky
0,1 347,9 473,1 58,1 0,2801
46
1 352,6 465,9 60,7 0,2524
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ZAVER
Bylo studovéano chovani hyaluronanu v roztocich a na fazovych rozhranich kapalina/plyn

v zavislosti na procesnich podminkach jejich piipravy a hmotnostnim podilu polymeru.

Hyaluronan o zvolené molekulové hmotnosti byl rozpoustén v demineralizované vodé,
fyziologickém roztoku a v pufru. Z hlediska procesnich podminek ptipravy byly vzorky
pripravovany za rozdilnych teplotnich podminek pomoci laboratorni tiepacky, temperova-

ného michadla a zatizeni pro fizené generovani teplotnich spadu.

Z experimentalnich vysledkd vyplynula citlivost studovaného systému s ohledem na jeho
smykové naméhani, jak béhem procesu rozpousténi, tak nasledné filtrace pred vlastni cha-

rakterizaci pomoci dynamického rozptylu svétla a tensiometrickych méteni.

Koordinované smykové naméhani fetézcli hyaluronanu v roztoku ma za nasledek zmény
jeho konformaéniho uspotadani, coz se projevuje posunem stfedni velikosti polymernich
klubek charakterizovanym pomoci dynamického rozptylu svétla. Spolu s touto zménou
se méni 1 tepelnd stabilita jednotlivych klubek, vztaZzena k jejich expanzi, s rostouci teplo-
tou. Mimo to narlstd povrchova aktivita tohoto polymeru na fdzovych rozhranich a klesa
viskozita roztoku. V ramci fady experimentl bylo zjisténo, ze pro dany typ disperzniho
prostfedi a hmotnostni podil polymeru existuje ur€ity rozsah stfednich teplot a teplotnich
spadu, jenz ma za nasledek vyvolani trvalych konformaénich zmén fetézcli hyaluronanu.
Zajimavym poznatkem je fakt, Ze pozorované konformacni zmény v upofadani tohoto po-
lymerniho systému lze vyvolat pfevedenim polymerniho roztoku do podoby solidifikované

folie, kterou lze opétovné rozpustit.
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Dynamicky rozptyl svétla
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Vysokomolekuldrni hmotnost
Nizkomolekuldrni hmotnost
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Z-ave
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Hydrodynamicky polomér
Refrakéni index

Povrch
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Hmotnostni koncentrace
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