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ANOTACE

Polymerni filmy zalozené na polysacharidu hyaluronanu (HA) jsou zajimavymi materidly
s potencidlem pro vyuziti v medicin€. Pro pfipravu filma jsou vyuzivany zejména ve vode
nerozpustné¢ derivaty HA, kdy je mozné volbou stupné modifikace vhodné nastavit
biodegradabilitu filmu. Cilem této prace je experimentalni studium procesu botnani filmt
z lauroyl derivati HA. Botnani je velmi vyznamné z pohledu klinickych aplikaci, nebot” filmy
budou ve styku s tkanémi vzdy nabirat vlhkost. V praci je vyuzito jak standardni méteni
v nadbytku tekutiny (pufru), tak inovativni méteni ,.kontaktni“ bobtnavosti, soucasti prace je
téz optimalizace samotného experimentu. Zavérem jsou ziskana data kriticky diskutovéna a je

navrzen optimalni postup pro méfeni bobtnavosti filmt z derivatd HA.

KLICOVA SLOVA

kyselina hyaluronova, hyaluronan, botnavost, hydrogel, pufr

TITLE

Study of swelling of polymeric films from water insoluble derivatives of hyaluronan

ANNOTATION

Polymer films based on the polysaccharide hyaluronan (HA) are interesting materials with
potential for use in medicine. Mainly water-insoluble HA derivatives are used for the
preparation of films. The biodegradability of the film can be set by a suitable choice of the
degree of modification of the HA derivative. This work aims to experimentally study the
process of swelling of films prepared from lauroyl derivatives of HA. Swelling is very
important from the point of view of clinical applications because the films will always absorb
moisture when in contact with tissues. This work will utilize both standard measurements in
excess fluid (buffer), as well as innovative measurements of "contact" swelling, where the
optimization of the experiment itself will also be included. Finally, the obtained data will be
critically discussed and an optimal procedure for measuring the swelling of films from HA

derivatives will be proposed.
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UvVOD

Polymerni tenké filmy jsou v soucasnosti velmi studovanou oblasti. Maji Siroké moznosti
aplikace naptiklad v nanotechnologickém, mikroelektronickém, biotechnologickém a
medicinalnim odvétvi. Prace je zaméfena na polymerni filmy z hyaluronanu (HA) a jeho
derivatt. Tyto filmy maji velky potencial jako materidl vyuzivany v mediciné. Vyuzivaji se
napiiklad jako nosice 1éCiv, kryty ran a materidly pro prevenci vzniku pooperacnich adhezi.
Prace je zaméfena konkrétné na experimentalni studium procesu botnani tenkych filma z
lauroyl derivatu HA, které jsou ve vode nerozpustné. Volbou stupné modifikace 1ze nastavit
vhodnou biodegradabilitu filmu. Botnavost HA filmu je velmi dilezita z pohledu klinickych
aplikaci, nebot’ filmy vzdy nabiraji v kontaktu s tkdnémi vlhkost. Tato prace ma teoretickou i
praktickou cast. Informace pro teoretickou ¢ast prace byly ziskdny zejména z odbornych
casopist, studii, monografii, které byly vyhledany v internetovych databazich. Dal§im zdrojem
byly informace poskytnuté firmou Contipro a.s., kde byla také provedena celd praktickd ¢ast

této prace.

V teoretické Casti jsou shroméazdény informace tykajici se HA. Popsana je jeho struktura,
vyroba, zakladni vlastnosti, modifikace a pouziti. Dale se prace zaméfuje na tenké filmy
ptfipravené z HA a jeho derivatl. Popsany jsou mozné zplisoby piipravy téchto filmi a jejich
vyuziti v medicing. V dal$i ¢asti jsou probrany rizné moznosti méfeni botnavosti tenkych
polymernich filmii. Konec teoretické Casti je vénovan hydrogelim. Hledany byly rtizné typy
hydrogeli pouzivané jako modely mé&kkych tkani ¢lov€ka. Diky ziskanym informacim byl
ptipraven hydrogel, napodobujici n¢které vlastnosti mekkeé tkané, pottebny pro praktickou ¢ast

prace.

Prakticka ¢ast prace se zamétuje na studium procesu botnani tenkych HA filmi. PouZita byla
standartni metoda méteni v nadbytku pufru a také nova inovativni metoda botnani filmu na
povrchu gelu neboli metoda kontaktni bobtnavosti. Struéné je zde popsana piiprava tenkych
filmt z HA a jejich charakterizace. Déle se prace vénuje piiprav€é a optimalizaci slozeni
hydrogelu pro kontaktni méteni. Nasledné je optimalizovana i cela metoda méfeni kontaktni
bobtnavosti. Popsan je 1 pouZzity postup métfeni botnavosti v nadbytku pufru a pro tuto metodu

je také objasnén zpisob piipravy pouzivanych pufri.

Cilem této prace je najit optimalni zplsob méfeni botnavosti tenkych film z HA derivatd,

vyzivanych pro lékatské aplikace.
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1 TEORETICKA CAST

Teoretickd cCast této prace se zabyva zakladni charakteristikou hyaluronanu (HA)
s podrobnéjsSim néhledem na jeho vyuziti jako tenkého polymerniho filmu. Dale je prace
zameétena na rizné zpusoby méteni botnavosti tenkych polymernich filmi. Na konci teoretické
¢asti je kapitola vé€novana piipravdm ruznych typd hydrogeld. Tato kapitola je dilezitym

zdrojem informaci pro vybér vhodného hydrogelu pouzitého v praktické Casti této prace.

1.1 Hyaluronan a jeho derivaty

Kyselina hyaluronova (KH) je linedrni nevétveny polysacharid, konkrétné heteropolysacharid
patfici do skupiny glykosaminoglykant. Sklada se z opakujicich se jednotek B-1,3-N-
acetylglukosaminu a kyseliny -1,4-D-glukuronové, navzajem spojenych glykosidickou vazbou
[1]. KH je zna¢né kysela s hodnotou pKa okolo 3 [2], proto se pti pH krevni plasmy vyskytuje
ve form¢ aniontu, nejcastéji jako sodnd nebo jind stl. Uptednostiiuje se tedy oznaceni

hyaluronan (HA) [3].

OH

0]
ERE A
HO 3 NH 'n
OH
0=
CHg
D-glucuronic acid N-acetyl-glucosamine

Obrazek 1: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové (prevzato z [4])

HA je v téle syntetizovan v cytoplazmatické membran€ pomoci enzymu hyaluronansyntazy a
poskytuje dlouhé linearni polymery. V savéim organismu nalezneme tfi rizné izoenzymy
hyaluronanesterazy, pficemz kazdy ma dvé rGzné vazebné domény pro uridindofosfatové
sacharidy. Tyto izoenzymy jsou si strukturné¢ velmi podobné, avSak 1isi se schopnosti
syntetizovat HA o riizné molekulové hmotnosti. Tvorba polymeru HA probiha na vnitini strané
cytoplazmatické membrany, kde hyaluronansyntdza stiidavé pfidivd monomer uridindifosfat-
glukuronové kyseliny a uridindifosfat-N-acetylglukosaminu na redukujici konec rostouciho
fetézce. S postupnym zvétSovanim fetézce se neredukujici konec sacharidového fetézce dostava
ptes pory v cytoplazmatické membrane do mimobunécéného systému [5]. Naopak pro ¢lovéka
dalezitou biodegradaci obstaravd enzym hyaluronidaza. Ten se vyskytuje v téle ve vice

1izomernich formach, které si mohou navzajem konkurovat. Stépeni HA fetézce témito enzymy
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zacind jiz na cytoplazmatické membrané. Nésledna degradace zacind navdzanim HA na
transmembranovy protein, receptor CD44 (Cluster of Differentiation 44) [6]. Pomoci jednoho
zizomert hyaluroniddzy se HA S$tépi na stfedné velké fragmenty. Ty déle vstupuji do
endozomi a lysozomu, kde jsou déle rozkladany lysozomadlni hyaluroniddzou na mensi

fragmenty [7].

HA se primarné vyskytuje v mezibunécné a pericelularni hmot¢€, nachazi se tedy v pojivovych,
epitelialnich i nervovych tkanich. Zjisténo bylo 1 velké mnozstvi HA v synovialni tekutiné, ktizi
a v o¢nim sklivci, ze kterého se mimo jiné v minulosti ziskdvala. DalS§imi biologickymi
materialy, ze kterych byl HA izolovan byly kohouti hiebinky, zralo¢i kiize nebo pupecni $iitiry.
Tyto zpusoby ziskdvani byly vSak znacné ndro¢né, neetické a jiz se pfiliS nevyuzivaji.
V soucasnosti se vyuziva biotechnologické ptipravy s vyuZzitim bakterii rodu Streptococcus
zooepidemicus, Streptococcus equi nebo Streptococcus pneumoniae. HA se ziskava z
bunéénych stén baterii, které jsou v procesu zbaveny vSech patogenti. Biotechnologicka
priprava s vyuzitim vySe uvedenych baktérii vykazuje velké vytézky, produkt o vysoké Cistoté

a HA o molekulové hmotnosti pfiblizné (1,8-2) x 10° g mol™ [1, 8].

Vlastnosti HA se 1i8i v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti, ktera miZze dosahovat az 10
x 10° g mol™!, pficemZ nejcast&ji se v organismu vyskytuje molekulova hmotnost mezi (2-5) x
10° g mol!. HA s velkou molekulovou hmotnosti ma anti-angiogenni a protizanétlivé G¢inky.
Slouzi hlavné jako strukturni jednotka, plni tedy vypliiovou funkci a udrzuje tvar tkani. Plni
také ulohu lubrikantu a humektantu. V extracelularnim prostoru plni hlavné funkci organizacni,
vytvaii v ném nadmolekuldrni Gtvary a ma vliv na organizaci dalSich slozek, jako kolagenu a
dalsich glykoproteinti. Pisobi také jako signalni molekula interakci s povrchovymi receptory
buné¢k a jako molekula regulujici bunécnou proliferaci, migraci a diferenciaci. Je nezbytny pro
spravny embryondlni vyvoj. HA s nizkou molekulovou hmotnosti, ¢asto se uvadi pod 0,5 x 10°
g.mol !, se vyznacuje opacnou biologickou aktivitou, ma tedy prozanétlivé u¢inky, piisobi jako
stimulator imunity a angiogeneze. Byla prokdzdna nepifima umeérnost mezi molekulovou

hmotnosti a mirou biologické aktivity [9].

Molekuly HA patii diky velkému poctu hydroxylovych skupin v fetézci k jedném z nejvice
hygroskopickych pfirodnich latek, dokaZou nabobtnat v objemu az 1000krat, diky tomu ma HA
1 skvelé hydratacni vlastnosti a dobie se rozpousti ve vod¢. Dulezitou biologickou funkci je

udrzovani viskoelasticity pojivové tkané, jako je kloubni ¢i o¢ni sklovita tekutina [3]. Mimo
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jiné mohou molekuly HA také ptsobit jako sito omezujici pohyb patogenti nebo branit ukladani

kolagenu a tim usnadnovat hojeni [10].

HA je biodegradabilni, netoxickd a biokompatibilni latka Siroce vyuzivana v mediciné. Mezi
injekce aplikované béhem operace oka k udrzeni tvaru pfedni komory nebo jako ptisada do
oc¢nich kapek a roztokt. Pfipravek Healon® (Abbott Medical Optics, Abbott Park, Illinois) je
1 % hyaluronat sodny, ktery byl vyvinut, aby nahradil o¢ni sklivec a také chranil rohovku pred
mechanickym poskozenim. Vyuziva se naptiklad pti operaci Sedého zakalu. Tento ptipravek je
mozné vyuzit i pfi 1é¢b¢é suchého oka, jako umélé slzy [11]. Diky svym antiadhezivnim
vlastnostem jsou derivdty HA ucinné také pfi zvySovani krevni kompatibility
kardiovaskularnich implantati, jako jsou $tépy a stenty [3]. Znacné vyuziti nachazi ptipravky
s obsahem HA také v oblasti ortopedie. Pii 1é€bé lokalni osteoartritidy se vyuziva pii
viskosuplementaci. Tato metoda vyuziva injek¢niho podani HA do kloubu, kde pusobi
lubrika¢n€, podporuje tvorbu endogenniho HA a tlumi mechanické narazy [8]. Existuje také
fada jiz komeréné dostupnych ptipravkl s obsahem HA pro 1é¢bu ran. Napiiklad ptipravkem
pro 1é&bu hlubokych a chronickych ran i diabetickych defekti je Hyiodine (Contipro a.s., Ceska
republika). Tento piipravek je zaloZzen na kombinaci HA a jodu. HA podporuje hojeni ran a jod
v ptipravku slouzi jako dezinfekéni prostiedek [12]. Diky své schopnosti vazat na sebe vodu je

HA také soucasti fady kosmetickych ptipravki (vyplnéni obli¢ejovych vrasek, reparace jizev).

V tadé¢ aplikaci je od zdravotnického prostfedku vyZadovéana urcitd mechanicka odolnost ¢i
zachovani struktury ve vlhkém prosttedi. Pro tyto aplikace neni nativni HA vhodny vzhledem
k jeho vysoké rozpustnosti. Pro odstranéni tohoto problému se vyuZivaji rizné chemické
modifikace HA. Rozpustnost, rychlost degradace a dalsi fyzikalni vlastnosti dokdzeme ovlivnit
vybérem substituentu, stupném substituce, umisténim ligandu na fetézci a typem chemické
vazby, ktera ligand pfipojuje na HA. Pro chemické modifikace se vyuZzivaji predevSim
molekuly s nizsi a stfedni molekulovou hmotnosti, které maji nizsi viskozitu a Ize u nich Iépe
regulovat rovnomérnost modifikace v délce fetézce. Chemické modifikace HA probihaji
primarné na hydroxylové a karboxylové skupiné, sekundarné na acetamidové skupiné. Nejlépe
biologicky odbouratelna je vazba esterova, zejména ta, kde je esterifikovdna primdarni
hydroxylova skupina. Esterifikaci karboxylové skupiny vznikaji pomaleji odbouratelné estery.
Stabilnéjsi vazbou je vazba karbamatova a témét biologicky neodbouratelna je vazba éterova

[9]. Modifikace probihaji dvéma zpisoby, konjugaci a sitovanim.
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Obrézek 2: Konjugované a zesitované polymery, L-ligand [4]
Chemicka konjugace spociva v navazani latky ptes funkéni skupinu pouze k jednomu fetézci
HA. Konjugace muize probihat raznymi reakcemi napiiklad sulfonaci, karboimidy
zprostiedkovanou modifikaci a esterifikaci. Sulfonaci vznikaji napt. derivaty vhodné pro
kardiovaskularni aplikace, strukturné i chemicky velmi podobné heparinu [10]. Amidaci
karboxylové skupiny karboimidy vznikaji derivaty biologicky prakticky neodbouratelné a
v organismu velmi stabilni. DalSim ptikladem chemické konjugace s cilem zmirnit vysokou
rozpustnost HA je navéazani hydrofobnich acylovych fetézcii na hydroxylovou skupinu. Tyto
fetézce se na molekulu zavedou esterifikaci vy$§imi mastnymi kyselinami, za vzniku napiiklad
lauroyl nebo palmitoyl derivatu [13, 14]. Esterifikace je provedena reakci HA s acylhalogenidy
nebo anhydridy mastnych kyselin [9]. Snizena rozpustnost ¢i nerozpustnost vzniklého derivatu
HA je dana vzajemnymi nevazebnymi interakcemi nepolarnich (hydrofobnich) acylovych
fetézcl (tomuto efektu se fika fyzikalni nebo také nekovalentni sitovani) [15]. Se zvySujicim
se stupném substituce (DS) dochdzi k silngj§im hydrofobnim interakcim, a tedy 1 ke sniZeni
rozpustnosti derivatu, ptipadn¢ omezeni botnani nerozpustnych materialti [13]. Na fetézec lze

také navazat biologicky aktivni latky, toho vyuzivame napiiklad pii cilené dopraveé 1éciv [9].

Kovalentnim sitovanim linedrniho fetézce HA vznikaji trojrozmérné struktury, hydrogely.
Hydrogely se vyuzivaji naptiklad ve tkdiovém inZenyrstvi jako scaffoldy, nosice 1é€iv nebo
kryty ran. Existuji dva druhy kovalentniho sitovani. Sitovani, pfi kterém sitovaci ¢inidlo
reaguje s funkénimi skupinami na fetézci HA, je pfimé sitovani. Druhou variantou je sitovani
derivath HA. Sitovani se provadi pfimymi chemickymi metodami, enzymaticky nebo
fotochemicky. Piikladem chemické metody je sitovani za pouziti butandiol diglycidyletheru
(BDDE) [4], karboimidu nebo glutaraldehydu [16]. Fotochemicky jsou sitovany naptiklad
metakrylatové derivaty HA ziskané reakci HA s anhydridem metakrylatu [17]. Sitovany byly

radikdlovou polymeraci, po vystaveni ultrafialovému zafeni za pfitomnosti fotoiniciatoru.
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Enzymatické sitovani lze indukovat pomoci enzymu avidin-peroxodidza, takto se sit'uje
napiiklad tyraminem modifikovany HA [4]. Ze ziskanych derivati HA lze pripravit hydrogely,

micely, tenké filmy, nanovlakna, staplova vlakna, mikrovlakna a dalsi [9, 4].

Derivaty HA se uplatiiuji zejména ve zdravotnictvi. Jedno z vyuziti je v oblasti prevence vzniku
pooperacnich adhezi (srastl). Pooperacni adheze jsou velmi Castou komplikaci zvlasté po
chirurgickych zdkrocich v bfi$ni, nitrodélozni, perikardidlni a Slachové oblasti. Tato
komplikace mize vést az k neplodnosti, neprichodnost stfev, nebo ke zvySenému riziku amrti
po srde¢ni operaci. Adheze jsou iniciovany narusenim epitelidlni nebo mezotelidlni vrstvy
tkan¢ a tvofi se mezi 3. a 5. dnem po chirurgickém zékroku. Mezi hlavni pfic¢iny vzniku adhezi
patii nedostatecnd fibrinolyza, tj. nedostate¢né rozpousténi fibrinovych vlaken vzniklych
v reakci na poranéni (operacni zakrok). Pokud se fibrinova vlakna v¢as nerozpusti, zacnou se
tvofit ,,mosty* mezi sousednimi tkanémi a vznik4d adheze. Tvorbu adhezi ovliviiuji rtizné
biologické procesy probihajici béhem hojeni, naptiklad koagulace, zanét, ¢i fibrinolyza. Pro boj
s adhezemi jsou vyvijena rtiznd adheziva, coz jsou zdravotnické prostfedky preventivné
aplikované po opera¢nim zakroku s cilem minimalizovat riziko vzniku adheze. Ptikladem
produktu obsahujiciho derivat HA je Hyalobarrier (Anika Therapeutics Inc. Abano Terme,
Italie). Tento sterilni, transparentni a viskozni gel je slozen z vysoce ¢isténé a zesiténé HA. Gel
ptilne k povrchu tkané a k bfi$ni sténé a tim vytvoii antiadhezivni bariéru, které¢ chrani pred

vznikem pooperacnich adhezi [18].

Pokud se podivdme na aplikace mimo prevenci adhezi, velice slibné se také jevi vyuziti
zesiténého HA jako biomateridlu pro srdecni tkanové inzenyrstvi [19]. Sulfatovany derivat
hyaluronanu pak miize ptisobit jako napodobenina heparinu, nebot’ derivaty s vyssim stupném
sulfonace jsou spojeny se schopnosti pifedchazet koagulaci krve [3]. Derivaty HA se také
na hojeni ran byla vyvinuta technologie HYAFF, ktera je zaloZena na esterifikaci volné
karboxylové skupiny benzylalkoholem. Touto modifikaci snizime hydrofilitu karboxylovych
skupin a tim zvysime celkovou hydrofobicitu polysacharidu [20]. Pfikladem takového krytu,
vyuzivajici technologii HYAFF, je oboustrannd, sterilni a flexibilni dermalni nédhrada
Hyalomatrix (Anika Therapeutics Inc. Abano Terme, Itdlie), ktera se pouZziva pii lécbe
hlubokych popalenin, post-traumatickych, poopera¢nich nebo chronickych ran [20].
Hyalomatrix zajistuje okamzité uzavieni rany a podporuje regeneraci dermis. Sklada se ze dvou

vrstev, semipermeabilni silikonové membrany a netkané textilie z HY AFF, ktera je ve styku
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s ranou a napomahé obnoveni dermélni tkdné. Silikonova vrstva chrani ranu pied znecisténim

a zabranuje ztraté tekutin [20].

1.2 Polymerni filmy z hyaluronanu a jeho derivati

Polymerni filmy mizeme délit dle riznych hledisek. Podle pouzitého materialu je délime na
filmy z biopolymert nebo syntetickych polymerti. Dalsi dulezité rozliSeni je dle jejich
biodegradability. Pokud se zaméfime na biodegradabilni filmy z biopolymert, ty se mohou déle
delit dle jejich chemické struktury. Mohou obsahovat proteiny, polysacharidy (HA, derivaty
celuldzy, chitosan, ...) nebo dalsi ptirodnich latky [21, 22].

Mezi bézné metody vyroby polymernich filmu patii odlévani [13], suSeni hydrogelt [23], spin-
coating [24], dip-coating [25], layer-by-layer [26], sprejovani [27] a roztirani [28]. Nejjednodussi
metodou je metoda odlévani, pfi niz je roztok vylit do formy pozadované velikosti a vysusen
zahfivanim formy. Tato metoda se vyuziva zejména pfi piipravé tlustSich filmt (desitky pm)
[22]. Také odpafenim rozpoustédla z vrstvy hydrogelu vznika spiSe tlustsi polymerni film. Pfi
metod¢€ spin-coating vznikaji velmi tenké filmy. Metoda spociva v naneseni roztoku na stfed
rotujiciho substratu, roztok se rotaci rozprostie a pii stalé rotaci je postupné vysusen. Dip-
coating je metoda, pfi niZ je substrat ponofen do nddoby s polymerem. Substratem v roztoku je
potieba konstanté pohybovat. Nasledné se necha ponoten bez pohybu, a nakonec se konstantni
rychlosti z polymeru vytahne. Film je na substratu fixovan vysuSenim. Layer-by-layer metoda
vyuziva elektrostaticky tah materidlu na opa¢né nabity povrch. Film se vytvaii opakovanym
nanasenim protikladné nabitych vrstev (€asto technikou dip-coating). Touto metodou vznikaji
spiSe tenké filmy, béZnou aplikaci je povrstvovani implantatd, které zlepSuje jejich
biokompatibilitu a potlacuje infekce [29]. Pro vytvoreni samostatného filmu touto metodou je
zapottebi nanést mnoho vrstev. Metoda layer-by-layer je tedy pro vytvotfeni samostatného filmu

zna¢né nevhodna, hlavné kvili jeji ¢asové naro¢nosti [26].

Jendou z moznosti vyuziti HA a jeho derivati je pravé pfiprava tenkych polymernich filmu.
Nejpouzivangj$i metody pro piipravu tenkych filmt na bazi HA jsou odlévani, suseni hydrogela
a layer-by-layer [13]. Tenké filmy z HA jsou pevné, pruzné a umoziuji snadnou manipulaci.
V mediciné maji filmy fadu vyuziti naptiklad jako biologicky rozlozitelné implantaty. Slibné
se jevi také jejich vyuziti jako nosice 1éCiv [30], zejména takovych, ktera jsou citlivd na
podminky zpracovani ¢i nestabilni ve vodném prostiedi a nelze je tedy aplikovat ve forme tablet
nebo kapalnych ptipravki. Filmy mohou byt vhodné zejména pro oralni, bukélni, sublingvalni,
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okularni a transdermalni pouziti [22]. Pouzitim tenkych filma Ize zvysit ucinnost nékterych
1é¢iv a eliminovat jejich vedlejsi ucinky [22]. Dobré vysledky vykazoval film, pii jehoZz piipraveé
je nejprve HA pteveden na derivat adipového dihydrazinu (HA-ADH), poté sitovan za pomoci
makromolekularniho sitovadla poly(ethylenglykol)propiondialdehydu (PEG-diald) a nakonec
je tento roztok odlit do formy, kde je odpafeno rozpoustédlo. Béhem piipravy filmt do nich
muze byt vpravena 1éCiva latka, naptiklad kortison, pilokarpin, prednisolon. LéCivo se nejprve
rozpusti ve vod¢ nebo ethanolu a poté smicha s roztokem HA-ADH. Smés je sitovana roztokem
PEG-diald, nasledn¢ michana 24 h a pomalu suSena pii 37 °C. Vysledny zesitény film po
namoceni béhem par sekund bobtna na pruzny hydrogel. Tento film by mohl mit Siroké vyuziti

ve zdravotnictvi, jeho aplikace je uréena podle druhu Ié¢iva, ktery obsahuje [31].

Filmy z HA se pouZivaji pti 16¢bé ran, napiiklad popalenin. U¢innym krytem ran je napiiklad
produkt s nazvem Hyalosafe (Anika Therapeutics Inc. Abano Terme, Italie). Hyalosafe je
transparentni film z HA derivatu HY AFF. Hyalosafe je urceny k 1é¢bé popalenin prvniho a
postupnému uvolnovani HA b&hem degradace napomahd obnové epitelu. Velmi dobré
vysledky vykazuje pfi pouziti u oblicejovych popalenin, kdy zmirfiuje zjizveni a chrani

spalenou oblast pied infekcemi [20].

Obrazek 3: Transparentni obvaz na rdany, Hyalosafe [20]

Tenké filmy s obsahem HA se také vyuzivaji k prevenci pooperacnich adhezi. Ptikladem
komeréné dostupného produktu je polymerni membrana Seprafilm ™ (Genzyme Corporation,
Cambridge, MA). Tato membrana se skladd z HA a karboxymethylcelulézy s modifikaci
karbodiimidem (EDC). Seprafilm™ se aplikuje na tkan, ktera ma byt chranéna, a do 24 az 48
hodin od umisténi se hydratuje za vzniku gelového povlaku. Tento povlak pisobi jako fyzicka
bariéra k oddéleni tkani v kritické fazi hojeni a do 7 dntl je t€lem resorbovan. Rychla degradace

Seprafilmu™ snizuje riziko reakce téla na cizi téleso [32].
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1.2.1 Charakteristika tenkych filmi z lauroyl hyaluronanu

Tenké filmy z lauroyl hyaluronanu jsou poloprihledné s nepravidelnymi vzory, neporézni a
maji hladky povrch. Tloustka filmi zavisi na davkovani polymeru a muze se pohybovat
v rozmezi ptiblizné 5-100 um. Botnavost je zavisla na DS, nebot’ DS udava pocet hydrofobnich
fetézcl navazanych na HA. S rostoucim DS filmy nasakuji men$i mnozstvi vody, jsou po
ve vodném prosttedi podobu gelu a nelze s nimi manipulovat. Naopak v suchém stavu filmy

neprokazaly vyznamnou zavislost mechanickych vlastnosti na DS [14, 13].

Biodegradabilita je pro pouziti v medicing velice dilezita vlastnost. Rychlost enzymatického
rozkladu lauroyl HA filmu je zavisla na DS (s rostoucim DS klesa), diky tomu mizeme fidit
rychlost rozkladu HA filmu v téle [13]. Filmy nejsou cytotoxické. Cytotoxicitu lze testovat
piimym kontaktem filmu s bunécnou vrstvou, kdy se sleduje Sitka oblasti poskozeni bun¢k
v blizkosti filmu a zmény morfologie bunék. Ukézalo se, ze bunky nevykazuji zadnou kontaktni
inhibici bunééného rustu [14]. Dalsim zptsobem hodnoceni cytotoxicity je pomoci extrakti
z filma, kdy je testovana zivotaschopnost bunck v extraktu. Testovanim in-vitro i in-vivo na
modelovém organismu mysi se filmy prokazaly jako vhodny materidl pro 1ékatské aplikace

[13].

1.3 Botnavost polymernich filmu
Botnavost patii mezi nej€astéji métené vlastnosti polymernich filmt. Botnavost filmu zavisi na

jeho slozeni a postupu pfipravy, ale také na samotném zpisobu méteni botnavosti.

Botnavost filmii na bazi alginatu, agaru nebo chitosanu byla méfena napiiklad u filmi
s ptidavkem propolisu. Propolis mé antibakteridlni u¢inky a je ¢asto vyuZzivan pii 1écbé infekci
v dutiné ustni. Produkty s propolisem vsak casto podléhaji rychlé eliminaci ptisobenim slin.
Cilem této studie bylo najit vhodné pfirodni polymery pro vyrobu tenkych filmt postupné
uvolnujici propolis v ustni dutin€. Jednou testovanou vlastnosti byla i botnavost, pfesnéji doba,
za kterou vzorek dosdhne maximdlni hydratace. Tyto filmy byly pfipraveny odpafenim
rozpoustédla a botnavost byla hodnocena méfenim nartistu hmotnosti po kontaktu filmu
s fosfatovym pufrem. Filmy byly nejprve nastiihany na ¢tverce o rozméru 1,5 cmna 1,5 cm a

poté umistény na ptfedem zvazenou plastovou sit’. Tato sit’ s filmem byla umisténa do Petriho
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misky s 10 ml fosfatového pufru. Kazdy film byl po 30sekundovych intervalech vyjmut
z Petriho misky, poté osusen filtracnim papirem od piebyte¢né vody a zvazen. Takto byly filmy
promérovany, dokud nebyla jejich hmotnost konstantni, tedy nenastala rovnovaha. Botnavost
byla spocitdna z hodnot pocatecni hmotnosti suchého filmu a hmotnosti filmu v pufru po
ur¢itém ¢asovém intervalu. Filmy byly porovnany po 4 min. v pufru, kdy uz byly vS§echny druhy
filma v rovnovaze. Filmy nabotnaly v pofadi od nejvice po nejméné alginat-chitosan, alginat,
agar. Filmy z alginat-chitosonu 1 Ccist¢ého alginatu vykazovaly uspokojivou botnavost,
maximalni hydratace dosahly po 210 s. I ostatni vlastnosti byly pfiznivé pro jejich pouziti
v dutiné ustni jako nosice propolisu. Film z agaru botnal velmi omezené a své maximalni
hydratace dosahl jiz po 30 s. Jeho velka hydrofobicita znemoziuje jeho pouziti v Gstni duting

[33].

Dalsim piikladem je méfeni botnavosti polyakrylamidovych filmil pfipravenych metodou spin-
coating na kiemikovych substratech. Film je pfi méfeni vystaven vodni pafe a jeho hmotnost a
tloustka jsou sledovany pomoci gravimetrickych metod a rentgenové reflexe. Pro
gravimetrické méteni byla pouzita mikrovéha a zdroj vody byl umistén uvniti vazici komory.
Sledovana byla zavislost hmotnosti filmu absorbujiciho vlhkost na case. Méfenim metodou
optické rentgenové reflexe byla zjiSténa tloustka a hustota elektroni botnajiciho filmu
vystavené¢ho vodnim param. Vysledky téchto dvou metod byly porovnany a zjisténo bylo, ze

narust hmotnosti je rychlejsi nez expanze tloustky filmu [34].

Zavislost botnavosti fosforylcholinovych filml rizné tloustky na case byla sledovana za
pomoci spektroskopické elipsometrie. Cilem tohoto sledovani bylo zjistit vliv zesiténi
silylethery, zihdni a poméru hydrofilnich a hydrofilnich skupin na botnéni filmut. Bylo zjisténo,
ze botnani téchto filmu je dvoustupniové. Nejprve dochazi k rychlé expanzi filmu pii ponoteni
do vody. Déle se narust botnavosti filmu zpomaluje, a to uvoliiovanim polymernich fragmentt.
Bylo pozorovano, ze u filml obsahujicich 5 mol % sitovacich ¢inidel, se po zvyseni teploty
zihani snizila rychlost botnavosti. Dale zvySenim hydrofilnich skupin u filmi bez sitovadla se
rychlost botnavosti zvySila. U smésnych polymernich filma slozenych z fosforylcholinu a
fosforylcholinu obsahujicim 5 mol % sit'ovadla, velikost botnavosti uréuje pomér téchto dvou
slozek. Film, ve kterém ptevazuje fosforylcholin se sitovadlem botnal vice nez smésny film

vyrobeny pievazné s fosforylcholinu bez sitovadla [35].

Botnani velmi tenkych nebo naopak silnych polymernich filml z polymethylmetakrylatu

(PMMA) ve ,Spatnych” rozpoustédlech (rozpoustédlech, které tvoii s polymerem homogenni
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smés jen v uzkém intervalu koncentraci) se da méfit metodou spektrofotometrickou. U této
metody se rozpoustédlo obarvi jodem a absorpce rozpoustédla do filmu z PMMA se méti
sledovanim absorpce viditelného svétla nabotnalym filmem pomoci spektrofotometru.
Spektrum bylo zaznamenavano v rozmezi 350-500 nm. Jako Spatna rozpoustéla byly pouzity
ruzné alkoholy a voda, které neabsorbuji pti meéfenych vinovych délkach. Naopak jod v roztoku
pfi vybraném rozmezi vykazuje Sirokou absorpci. Intenzita absorpce jodu PMMA filmem byla
pouzita jako hodnota celkové absorpce rozpoustédla filmem. Bobtnavost PMMA film se lisila
v zavislosti na molekulové hmotnosti, zvoleném rozpoustédle a zda byly filmy vystaveny
rozpoustédlu zjedné nebo obou stran. Tato metoda se ukazala jako vhodna pro méfeni
botnavosti velmi tenkych polymernich filmti Spatnymi rozpoustédly, u nichz je méfeni

tradi¢nimi technikami obtizné [36].

1.4 Hydrogely jako modely tkani

Pro in-vitro testovani vlastnosti materidlii ¢i zkouSeni operacnich postupt lze vyuzit umélé
modely tkani, které se snazi kopirovat specifické vlastnosti skute¢nych mékkych tkani. Jako
potencionalni model pro zkouméni mechaniky zavadéni jehly do mékké tkané byl navrzen gel
z glukomananu a vody. Pti 1,5 % koncentraci vykazuje gel mechanickou odezvu odpovidajici

publikovanym datiim o lidské kozni tkani [37].

Podobny gel lze také vytvotit smichanim karagenu s vodou. Tento gel o 3 % koncentraci byl
pouzit napiiklad pro vyzkum zabyvajici se silami, kterymi na sebe piisobi jehla a tkan pfi

biopsii. Cilem bylo zjistit, jak sila, kterou ptisobi tkan na jehlu, méni trajektorii jehly [37].

Slibnym modelem mékke tkané je PVA (polyvinylalkohol) hydrogel. Pii ptipravé tohoto gelu
byl pouzit DMSO (dimethylsulfoxid) jako rozpoustédlo zvysujici pruhlednost materialu.
Transparentni PVA hydrogel byl zkouman jako model pro napodobeni mékké tkané pii
miniinvazivnim chirurgickém zékroku jehlou, ktery mize slouzit naptiklad k predoperaénimu

planovani zakroku [38].

Agarovy gel pfipraveny v koncentraci 2,3 % se ukézal jako material s mechanickymi
vlastnostmi dostate€nymi pro piipravu trojrozmérnych tvarl, které mohou modelovat rizné
organy a biologické tkané. Tento gel také absorbuje a rozptyluje ionizujici zateni podobné jako
mékké tkané. Ukazal se tedy jako vhodny material pfi charakterizaci radiometrickych a

optickych vlastnosti zobrazovacich ¢inidel radioterapie [39].
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Gel z veptové zelatiny byl pfipraven za ucelem validace diagnostickych technik, zejména
ultrazvuku a magnetické rezonance. Byly pfipraveny gely vykazujici tfi rizné pevnosti. Pfi
vyrobé téchto gell byla Cast vody, ktera je potiebnd na vyrobu zelatiny, nahrazena
kondenzovanym mlékem. Diky tomu bylo dosazeno akustickych vlastnosti v rozmezi mékkych
tkani. Vysledné hodnoty mechanickych a tepelnych vlastnosti vSech tii typt gelti také spadaly
do rozsaht mékkych tkani uvadénych v literatuie. Tyto gely se tedy ukazaly jako vyhovujici

pro validaci téchto diagnostickych technik [40].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Vzorky

Pro méteni byly pouzity vzorky lauroyl derivati HA uvedené v Tabulce 1. Veskeré vzorky byly
poskytnuty firmou Contipro a.s. Lauroyl HA byl pfipraven esterifikaci na hydroxylovou
skupinu symetrickym anhydridem kyseliny laurové. Stupen substituce HA (DS) lauroylem je
stanoven pomoci alkalické hydrolyzy vzorku, extrakce hydrolyzovanych mastnych kyselin a
jejich kvantifikace pomoci plynové chromatografie. DS je vyjadien jako primérny pocet

lauroylovych fetézcti na 100 monomernich jednotek HA [41].
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Obrazek 4: Strukturni vzorec hyaluronanu esterifikovaného na primdarnim hydroxylu glukosaminu [16]

Derivat DS/%
LAU 1 11,8
LAU 2 22,0
LAU 3 22,0
LAU 4 24,5
LAU 5 25,3
LAU 6 25,5
LAU 7 30,5
LAU 8 31,3
LAU 9 31,3
LAU 10 34,3
LAU 11 39,3
LAU 12 40,1
LAU 13 41,3
LAU 14 439

Tabulka 1: PouZzité vzorky lauroyl HA
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2.2 Priprava filmu

2.2.1 Priprava tenkych filmi z lauroyl hyaluronanu

Filmy z lauroyl hyaluronanu byly pfipraveny metodou odlévani roztoku. Nejdiive musi byt
pfipraveny polymer pieveden do tekuté formy s nizkou viskozitou. Byl tedy rozpustén
ve vodném roztoku 2-propanolu (50 hm. %), vysledna koncentrace ¢inila 10 mg/ml. Pro
zajisténi uplného rozpusténi byl roztok michan pii 25 °C po dobu 18 hodin. Ziskany roztok byl
ptelit do specidlni susici cely na hydrofobni sklo. Tato susici cela byla pomoci topné desky
zahtata na 50 °C. Odpatovani probihalo 5 hodin a 45 minut. Poté byla susici cela oteviena a

film byl ze substratu odstranén [13]. Pfipadnou sterilizaci 1ze provést ethylenoxidem.

2.3 Priprava gelu a vyvoj metody

K méteni kontaktni botnavosti byl pouzit gel, slouzici jako model mékké tkané. Pro ucely
méteni byly hledany smési stalé pii teploté 37 °C, udrzujici vlhkost na povrchu a vykazujici
vhodnou pevnost. Z informaci ziskanych ze studii pojednavajicich o hydrogelech jako
modelech tkéani (literatura, interni materidly Contipro a.s.) byl pfipraven gel spliiujici ndmi

kladené pozadavky. Tento gel je smées agaru, kolagenasy a zelatiny.

2.3.1 Optimalizace sloZeni gelu

Pti hledéani ideédlniho slozeni gelu bylo nejprve zjisStovano vhodné mnozstvi agaru, pfi¢emz
mnozstvi Zelatiny, kolagenasy a rozpoustédla bylo stalé. V prvnim testovani bylo pouZzito 0,6 g
agaru na 6 g zelatiny, 17,8 mg kolagenasy a 100 ml demineralizované vody. Tento gel ztuhl
velice malo a pro nase ucely byl ptili§ mékky. V dal§im pokusu jsme zvySili mnoZstvi agaru na
1 g. I tento gel byl stale velice mékky. Pfi mnoZstvi 1,5 g agaru byl gel tuzsi, pro naSe méfeni
vSak stale malo. V dalS$im pokusu jsme navazili 2 g agaru a toto mnozstvi se ukazalo jako idealni
s ohledem na tuhost gelu. Pfi méfeni botnavosti vSak bylo zjisténo, ze film na gelu
z demineralizované vody botna velkou rychlosti. Tento jev byl nejspiSe zptisoben absenci iontli
v demineralizované vod¢, proto jsme se rozhodli zaménit ji za fyziologicky roztok. Tento
roztok byl pfipraven z 0,9 g NaCl a 100 ml demineralizované vody. Vysledny gel byl v8ak pfi
zachovani navazky 2 g agaru 1ids$i nez pivodni gel z demineralizované vody a botnani filmu
bylo stale rychlé. Jako idedlni se ukazalo ptipravit gel z 0,1 M fosfatového pufru (PBS). Takto

pfipraveny gel vykazuje vhodnou pevnost a botnavost filmu na gelu je mirna a postupna.

Po nalezeni idealniho slozeni gelu byl proveden test vlivu koncentrace agaru na botnavost

filmu, kdy ani zvySeni davky agaru aZ na 3 g nevedlo ke zménam hodnot botnavosti filmu. Déle
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byly provedeny zkousky pro zjisténi opakovatelnosti méteni na stejném vzorku. Vzorek filmu
byl ptilozen na gel a po 1 h zméfen a posunut na nové misto a po 3 h znovu zméfen. Druhy
vzorek stejného filmu byl po 1 h na gelu také zméten, umistén na stejné misto a po 3 h opét
preméten. Oba vzorky vykazovaly podobné hodnoty botnavosti. Tim se ukazalo, ze umisténi
filmu na konkrétni misto na povrchu gelu nema na méfeni botnavosti velky vliv. Bylo také
testovano starnuti gelu, kdy méfeni na den starém gelu vykazovalo podobné vysledky jako na
Cerstve piipraveném. Degradace gelu byla zaznamendna az na tyden starém gelu. Film na tyden
starém gelu nabotnal za stejny Cas o poznani mén¢. Testovani bylo provadéno vzdy ve 3
opakovanich a pouzit byl film z derivatu LAU 7 s DS 30,5 %. Pro dalsi méfeni byl pouzit vzdy

maximalné¢ den stary gel, aby bylo zamezeno chybnym vysledkiim.

2.3.2 Optimalizovany postup pripravy gelu

Na piipravu gelu byl pouzit agar, kolagenasa, Zelatina a 0,1 M PBS o pH 7,4. Do kadinky o
objemu 150 ml byly navaZeny 2 g agaru, ktery byl rozpustén v 50 ml PBS. Tato smés byla ve
vodni 1azni ohfata na 100 °C a michdna po 10 minut. Do kadinky druhé, také o objemu 150 ml,
bylo navdzeno 6 g Zelatiny a rozpusténo v 50 ml PBS. Za stalého michani byla smés po 10
minut ohfivana na 80 °C. Ob€ smési byly za stdlého michani smichdny v 250 ml kadince.
Ziskany roztok byl na vodni lazni zahiivan na 100 °C po dobu 15 minut. Po vychladnuti na
teplotu maximalné 40 °C bylo pfidano 17,8 mg kolagenasy. Poté byl gel rozlit do 3-4 Petriho
misek tak, aby vysledna vrstva gelu byla ptiblizn€ 0,5 cm vysokd. Gely byly skladovany pfti
teploté 37 °C.

2.4 Méreni botnavosti
Meéfeni botnavosti filml je rychly a snadny test materialu. Podle vysledné bobtnavosti lze

odhadnout pevnost filmu a také dobu jeho rozpadu [13].

2.4.1 Priprava 0,1 M fosfatového pufru

Jako standardni médium pro méteni botnavosti byl pouzit fosfatovy pufr dle interniho postupu
Contipro a.s. Ten byl pfipraven smichanim dvou roztokii. Prvni roztok byl pfipraven
rozpusténim 3,5 g hydrogenfosfore€nanu sodného ve 100 ml demineralizované vody, pro
usnadnéni rozpusténi lze roztok mirn€ zahtat. Druhy roztok byl pfipraven rozpusténim 2,7 g

dihydrogenfosfore¢nanu sodného ve 100 ml demineralizované vody. Vysledny 0,1 M roztok o
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pH 7,4 byl ziskdn smichdnim téchto dvou roztokd, v poméru 40,5 ml prvniho roztoku a 9,5 ml

druhého roztoku, s naslednym doplnénim na objem 100 ml demineralizovanou vodou.

2.4.2 Priprava ostatnich pufri

Pro méteni zavislosti botnavosti na pH byly piipraveny pufry s odliSnym pH, ale stejnou
hodnotou iontové sily. Navazka byla spoc¢tena podle nasledujiciho vztahu pro iontovou silu (I).
Tento vztah je definovan jako polovina sumy vSech koncentraci (c¢) nasobenych druhou

mocninou mocenstvi danych iontl (z).

I =

N| =

n
c;z% [mol - 171]
-1

l

Pozadovand iontova sila ¢inila 0,25 mol 1" a pH puftt bylo voleno v intervalu 2,1-13,03. Bylo
tieba zvolit vzdy takovy pomér latek, ab pufr vykazoval pozadované pH. Spoctené mnozstvi
latek potfebné na piipravu pufru bylo navazeno na analytickych vahéach a rozpusténo v malém
mnozstvi demineralizované vody. Poté byly tyto roztoky smichdny a doplnény na pozadovany
objem 100 ml demineralizovanou vodou. Vysledny pufr byl diikkladn€é promichén sklenénou
ty¢inkou, pro zajisténi homogenizace roztoku. Vysledné pH roztoku bylo méfeno pH metrem.
Pro nizké pH byl zvolen pufr slozeny z tris(hydroxymethyl)aminomethanu a 35% kyseliny
chlorovodikové (HCI) v poméru 90:10, ¢imz bylo dosazeno hodnoty pH 2,1. Pro stfedni pH byl
pfipraven octanovy pufr v poméru 70 dilt soli ku 30 dilim kyseliny. Timto pomérem vznikl
pufr o pH 4,75. Jako neutralni pufr byl pouzit fosfatovy pufr (viz. kapitola 2.4.1) o pH 7,4. Pro
vys$i pH byl piipraven taktéz fosfatovy pufr, avSak v poméru hydrogenfosfore¢nan sodny :
dihydrogenfosforecnan sodny = 99 : 1. Vysledné pH tohoto pufru ¢inilo 8,1. Poslednim
bazickym pufrem byl pufr z NaOH a KH2POu, ktery byl nejprve pfipraven v pomeéru 55 : 45 s
konecnym pH 10,6 a nasledné v poméru 99 : 1 s hodnotou pH 13,03.

2.4.3 Méreni botnavosti v nadbytku pufru

Botnavost filmt byla méfena pii 37 °C. Vazeni probihalo na analytickych vahach. Méteny byly
filmy s riznym DS a pro kazdé méteni bylo pfipraveno tfi az pét vzorkl filmu velikosti 2x2
cm. Vétsi pocet vzorkli od kazdého z filml byl pouzit pro minimalizaci mozné chyby, tj.
k zajisténi opakovatelnosti métfeni, a k vykresleni co nejpresnéjsi kiivky zavislosti botnavosti

na Case (pouzity byly primérné hodnoty).
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Vzorky filmu byly nejprve zvaZeny v suchém stavu a poté umistény do 0,1M PBS. Po urcitém
casovém useku, ktery je zvolen v zavislosti na G¢elu méteni, byly nabotnalé filmy vyjmuty
z PBS, zméfeny (rozmér), jemné vysuseny filtracnim papirem a zvazeny. Nasledné byl pomoci
hodnot pocate¢ni hmotnost mo (suchy film) a kone€na hmotnost meq spo€itan stupeit botnavosti

(SR) [13].

m —m
SR(%) = ""’m—" x 100
0

2.4.4 Kontaktni botnavost

Kontaktni botnavost filmua s riznymi DS byla méfena pii 37 °C, vzdy ve vice opakovanich pro
minimalizaci chyby (napf. poSkozeni vzorku pfi manipulaci) a zajiSténi dobré opakovatelnosti
meteni. Pro kazdy film tak byly pfipraveny tfi vzorky velikosti 2x2 cm, které byly prvné
zvazeny na analytickych vahach a poté polozeny za pomoci pinzety na povrch diive
ptipraveného gelu (viz. kapitola 2.3.2). Vzorky byly méfeny v raznych ¢asovych intervalech,
po uplynuti kazdého intervalu byl vzorek opatrné sejmut pinzetou z povrchu gelu, polozen na
filtra¢ni papir, zméfen (rozmér), zlehka osuSen filtraénim papirem od piebytecné vlhkosti a
zvazen na analytickych vahach. Stupenn botnavosti byl spocitan dle stejného vztahu jako u
meéfeni botnavosti v nadbytku pufru. Vysledna kiivka zavislosti botnavosti na case byla

sestavena z aritmetického priméru hodnot naméfenych pro vSechny tfi vzorky.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Dynamika botnani v nadbytku pufru

Me¢teni botnani v nadbytku pufru je ¢astym testem materidlu, pokud chceme zjistit zavislost
botnavosti na riiznych parametrech, napi. na ¢ase ¢i mife substituce. Jako vhodny pufr byl
vybran 1 M PBS, ktery vykazuje témét neutralni pH 7,4. Bézné€ jsou filmy z derivatt HA
meéfeny po delSim ¢asovém obdobi (24 h, 48 h a tydnu), po které jsou umistény v nadbytku

pufru.

Jednim z cilti této prace bylo zjistit, zda existuje vhodny ¢asovy interval, ktery by umoznil
méieni malo substituovanych filmu, které jsou po 24 h jiz zcela neméfitelné kvili ztraté
mechanickych vlastnosti (rozpadaji se, geluji). Vybrany interval by mél vypovidat o chovani
filmu stejn¢ jako bézn¢ meteny 24 h interval, proto byla méfena dynamika botnani od kratkych
Cast az do 24 h. Jak vidime v tabulce nize (Tabulka 2), nejkratsi Cas, ktery byl pro méfeni

vybran byl 0,25 h.

Vzorek s DS 11,8 % byl jiz po tomto kratkém case neméfitelny. Jelikoz s kratSim Casem se
zvySuje mozna chyba pfi méfeni a také kvili rychlému botnani filmu na zacatku jiz nebylo
vhodné dale zkracovat ¢as méteni. Vzorek s druhym nejniz$im stupném substituce, LAU 2 o
DS 22 %, se jiz po 0,25 h zacdal nepatrné trhat a ztracel svoji pevnost, ale jesté po 2 h byly jeho
mechanické vlastnosti dostatecné pro jeho zvazeni. Po delSim namoceni v PBS jiZ tento vzorek
meéfitelny nebyl. Teprve vzorek o DS 25,3 % (LAUS) bylo mozné proméfit v celé Casové skale,
pfi¢emZ po 4 h v PBS se na filmu zacaly objevovat malé trhlinky a po 24 h uz byl film malo
pevny a zacal se trhat. Ostatni vzorky s vy$$§im DS byly dostatecné pevné v celém Casovém

rozmezi.
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Derivat DS/ % 0,25 0,5 1 2 3 4 6 20 24 / hod
LAU 1 11,8 X X X X X X X X
LAU 2 22,0 2383 % | 2703 % | 2903 % | 3227 % X X X X
LAU 3 22,0 2808 %

LAU 4 24,5 2059 % | 2589 % X X X X

LAU 5 25,3 2109 % 2762 % 3195 %
LAU 6 25,5 2044 % | 2190 % | 2214 % | 2304 % | 2379 % 2510 %
LAU 7 30,5 1501 % | 1630 % | 1737 % | 1728 % | 1768 % | 1796 % | 1802 %
LAU 8 31,3 1209 % 1485 % 1488 %
LAU 9 31,3 1284 % 1462 % 1462 %
LAU 10 34,3 1276 % | 1361 % | 1378 % | 1426 % | 1458 % 1527 %
LAU 11 39,3 935% | 971% | 978 % | 989 % 990 % 991 %
LAU 12 40,1 800 % 880 % 882 %
LAU 13 41,3 846 % 895 % 900 %
LAU 14 43,9 817% | 838% | 863 % | 856 % 874 % 880 %

Tabulka 2:Dynamika botnavosti lauroyl HA filmii s riznym DS. Zaskrtnutd mista v tabulce znaci casy, po kterych byl vzorek
jiz neméritelny. Prazdnd mista v tabulce znamenaji, Ze vzorek v tomto case méreny nebyl.

Prométena tedy byla cela skala vzorka az do DS 43,9 %. V nize zobrazené grafické zavislosti
kratkém case velice siln€ a jejich ustéleni nelze zachytit z dlivodu ztraty mechanické integrity
pro ¢asy delsi nez 2 h. Vzorky, které¢ jsou vice substituované, vykazuji pomalejsi narast
botnavosti v ¢ase. U hodné substituovanych filma (39,3 a 43,9 %) je také pozorovan rychly
pocatecni nartst, poté je vSak botnavost v ¢ase téméf konstantni. Pro vzorek o sttednim DS 30,5

% jsme proméfili 1 botnavost po 20 h, pfi¢emz vysledna hodnota je blizka hodnoté botnavosti

po 24 h (jde jiz tedy o ustaleny stav).

Lze tedy ucinit zavér, ze s rostoucim DS lauroyl HA klesaji hodnoty botnavosti filml a také
nartist botnavosti v ¢ase je mirn¢jsi. Diky prométeni celé Skaly vzorkt se jako idedlni ¢as pro

méfeni vysoce 1 nizko substituovanych (nejnizsi hodnota 22 %) filmii ukézal ¢as 1 h.
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Graf'1: Dynamika botnavosti filmii o rviizném DS (viz. ¢isla v legende) v nadbytku pufiu

Pokud porovname hodnoty botnavosti vSech vzorki po 1 h, vidime, Ze jiz tento kratky cas
vypovida o chovani filml z nizko i1 vysoce substituovanych derivati HA v nadbytku pufru.
Nasledujici graf (Graf 2) ukazuje zavislost botnavosti na DS pouzitého derivatu pro dva rtizné
casy méfeni: 1 a 24 h. Porovname-li v§echny hodnoty po 1 a 24 h, vidime, Ze jiz po 1 h Ize
pozorovat charakteristické chovani vzorku v nadbytku pufru. Trend botnavosti po 1 h je
podobny jako po 24 h, tedy botnavost s rostoucim DS postupné klesa. Zjisténo také bylo, ze
s rostoucim DS se hodnoty botnavosti po 1 a 24 h pfiblizuji, rovnovéaha tedy nastava rychleji.
Filmy s DS nad 38 % vykazuji botnavost po 1 h téméft totoznou s botnavosti po 24 h. Po 1 h lze
také prom¢fit vice vzorkl (derivaty s niz§imi DS), které jsou jinak po 24 h v nadbytku pufru
neme¢fitelné. Diky tomu jsme dospéli k zavéru, Ze vhodnou kratkou dobou pro proméfeni celé

Skaly vzorki je 1 h.
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Graf'2: Botnavost lauroyl HA filmii v nadbytku pufiupo 1 ha 24 h

3.2 Vliv pH na botnavost v nadbytku pufru

Pro pouziti tenkych filma v medicing je dulezité jejich chovani v prostiedich o riznych pH,
nebot’ rizné ¢asti téla maji rizné hodnoty pH. Naptiklad zaludek vykazuje velmi kyselé pH 1
az 3,5, lidska kuze vykazuje pH o hodnoté 4 az 6,5 [42], intracelularni pH v mozku se udrzuje
na priblizné 7,2 [43], chronické rany maji pH v rozmezi 7,15 az 8,9 [44] a peritonealni dutina

ma pH 7,5 az 8 [45].

Pro zjiSténi zavislosti botnavosti lauroyl HA filmd na pH byl vybran vzorek se stfednim DS
(30,5 %) a ptipraveny byly pufry s pH piiblizn€ od 2 do 13 (viz. kapitola 2.4.2). Pufry byly
piipraveny s podobnou iontovou silou, aby se zabranilo vlivu této veli€iny na botnavost filma
(vychazi z internich dat firmy Contipro a.s.). V pufru o nejvys$§im pH 13,03 byl film vlivem
alkalické hydrolyzy jiz po 1 h zcela rozpustény a nebylo tedy mozné botnavost zméfit [46]. Pro
prométeni dynamiky botnani v nadbytku pufru byly tedy vybrany pufry o nizkém, sttednim, a
»primefené vysokém*® pH, které jest€ umozni méfeni filmu. Vybrany film byl proméfen po 1,
2,3,4, 6 a24 h, vidy ve tfech opakovanich. V grafu nize (Graf 3) vidime, ze film v pufru
onizkém pH (2,1) vykazoval nizkou, ale ustdlenou botnavost v celém casovém rozmezi.
Hodnoty botnavosti filmu v pufru stfedni hodnoty pH (7,35) a pufru s vy$sim pH (10,6) jsou
vy$$i nez hodnoty pro botnavost v pufru o nizkém pH a vykazuji navzajem podobny trend, kdy

hodnota botnavosti nejprve rychle vzroste béhem prvni hodiny, poté vykazuje postupny nartst
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a po 6 h se hodnoty botnavosti ustaluji. Nejvyssi hodnoty botnavosti v tomto grafu vykazoval

film v pufru o pfiblizn€ neutralnim pH (7,35).
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Graf'3: Dynamika botnavosti lauroyl HA filmit v nadbytku pufru o riizném pH
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Pro Sirsi spektrum pufri o pH od 2,1 do 10,6 byla prométena botnavost po 1 a 24 h. Z grafu

nize (Graf 4) mizeme vycist, Zze témér totozné hodnoty pro 1 a 24 h vykazuje vzorek ve velmi

kyselém pufru (pH 2,1), pficemz ob¢ tyto hodnoty jsou v porovnani s ostatnimi velmi nizke.

Pro zbylé pH plati, Ze hodnoty botnavosti po 24 h jsou vyssi neZ po 1 h. Nejvyssi hodnoty

botnavosti vykazuji vzorky v pufrech o pH blizkém neutrdlnimu. Vzorky ve vSech pufrech,

kromé alkalického pufru s pH 10,6, jsou po 1 124 h stéle pevné a udrzuji sviyj tvar. V alkalickém

pH 10,6 zacinaly byt vzorky po 24 h méné pevné a natrhavaly se. Je tedy zifeymé, Ze pti meteni

botnavosti s cilem vzajemného porovnani riiznych vzorki je dilezité proméfit vSechny vzorky

v puftu se stejnou hodnotou pH, nebot’ pH pufru mé na botnavost vzorku velky vliv.
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Graf'4: Botnavost v nadbytku pufiu po 1 a 24 h pro rizna pH

3.3 Kontaktni botnavost

Me¢fteni kontaktni botnavosti bylo zavedeno jako novy zplsob testovani vlastnosti tenkych HA
filmd. Tento zptisob méfeni botnavosti by mél vice odpovidat chovani téchto filma pii kontaktu
s tkanémi, jelikoz film vsakuje vlhkost z povrchu gelu stejné jako z povrchu tkané. Diky tomuto
zpisobu méfeni ziskame jistou piedstavu, jak se tenké lauroyl HA filmy chovaji na povrchu
s definovanou vlhkosti a zda filmy vykazuji odliSné nebo srovnatelné vysledky v porovnani

s mefenim botnavosti v nadbytku pufru.

Pro zastupce filmu s niz§im (22 a 24,5 %), sttednim (30,5 %) 1 vys$Sim (39,3 %) DS byla
prométena dynamika botnani od 0,5 h po 24 h. Na grafu (Graf'5) vidime, Ze botnavost klesa se
vzristajicim DS stejné jako v pfipadé méfeni botnavosti v nadbytku pufru. Cim vyssi je stupeit
substituce pouZitého derivatu, tim diive se ustali rovnovéha. Vzorky se stfednim a vys$§im DS
(30,5 a 39,3 %) nejprve vyrazngji nabobtnaji béhem prvni 0,5 h, poté botnavost jest¢ mirné
Jejich botnavost nejprve rychle nartistd a po 6 h jiz vzriista pomaleji. Porovname-li vSak tyto
hodnoty s hodnotami botnavosti v nadbytku pufru, je celkové néartst botnavosti mirné;si, a
proto lze proméfit vzorky o nizkém DS i po del§im casovém intervalu. Tyto vzorky sice byly
méné pevné, ale zacinaly se trhat az po 16 h, zatimco pii méfeni v nadbytku pufru nebyly

méfitelné jiz po 3 h. Ostatni vzorky si svou pevnost drzely i1 pii méteni po 24 h.
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Graf'5: Dynamika kontaktni botnavosti lauroyl HA filmii o rizném DS (viz. ¢iselné hodnoty v legende).

Sledujeme-li kontaktni botnavost pro rizné¢ DS po 1 a 24 h vidime, ze botnavost s rostoucim
DS klesa. VSechny hodnoty botnavosti po 1 h jsou mirné, poté botnavost filma s niz§im DS
(22-26 %) nartsta rychleji, se sttednim DS okolo (30-32 %) vzroste botnavost méné a pro
vysoko substituované filmy (39,3 %) vzrlsta botnavost uz jen nepatrné. Nékteré vzorky byly
promé&feny i po 6 h, tyto hodnoty nam potvrdily vzristajici botnavost nebo jiz ustdlenou
rovnovahu ve srovnani s botnavosti po 1 h (dle DS). Porovname-li hodnoty botnavosti po 1, 6
a 24 h je jasné, Ze s rostoucim DS se rychleji ustaluje rovnovaha botnavosti filmu, a tim jsou si
také hodnoty pro botnavost po 1, 6 a 24 h bliZ§i. Jako vhodny kratky interval méfeni se ukazala
1 h, po které jiZ vidime, Ze s rostoucim DS nadm bobtnavost klesa. Rychlost botnani na povrchu
gelu je celkové niz$i nez v nadbytku pufru, proto 1ze 1 nizko substituované (22, 24,5 %) filmy
zméfit po 6 h. Hodnoty botnavosti po 24 h pro vzorek s DS 22 % byly velmi obtizné métitelné

a pro vzorek s DS 24,5 % se tuto hodnotu nepodafilo viibec zméfit.

34



4000% -

3500%

3000% %
R 2500% - % %
4
(%]
3
% 2000% - # 1 hodina
C
5] # 6 hodin
9 1500% A Y 3

@ 24 hodin
1000% - %
500%
O% T T T T T T T T T 1

20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0 34,0 36,0 38,0 40,0

DS/%

Graf 6: Kontaktni botnavost lauroyl HA filmiipo 1 h, 6 h, 24 h

35



4 ZAVER
V ramci své bakalatské prace jsem se zabyvala botnavosti tenkych lauroyl HA filmda, které jsou
vyvijeny pro vyuziti v medicing. Cilem prace bylo najit optimalni zpiisob méfeni botnavosti
vyuzitelny pro co nejvétsi skalu vzorkt. Tento zpiisob méfeni by mél slouzit k rychlému méteni
botnavosti tenkych filmt piipravenych z derivati HA s riznymi DS. Jako vhodny kratky cas
pro méteni botnavosti vzorkid se ukdzala 1 h. Po 1 h Ize jesté zméfit vzorky s nizkym DS a
zaroven pii porovnani botnavosti vzorkl po 1 a 24 h vidime, ze celkovy trend zavislosti na DS
se kvalitativné nelisi. Tento Cas byl vybran jako vhodny pro méieni botnavosti v nadbytku pufru

1 na povrchu gelu.

Zamétime-li se na metodu méteni botnavosti vzorkl tenkych HA filmd, studovala jsem dva
zpisoby. Prvnim zplisobem bylo méfeni botnavosti v nadbytku pufru a druhym kontaktni
méfeni na povrchu gelu. Botnavost v nadbytku pufru pro vzorky s niz§im DS (22, 24,5 %) po
1 h rychle roste a poté se vzorky brzy rozpadaji, oproti tomu na povrchu gelu je botnavost pro
tyty vzorky po 1 h niz§i a stadle pomalu narlstd po celych 24 h. Diky tomu jsme pii méfeni
kontaktni botnavosti schopni méfit vzorky s niz§im DS i po 24 h. Celkové trendy jsou vSak u
obou metod stejné: snizujici se botnavost a ptiblizovani hodnot botnavosti po 1 a 24 h se
zvySujicim se DS filmt. Pro zvolenou dobu méfeni 1 h jsou vhodné obé metody, nebot’ v obou

ptipadech lze zméfit i vzorky s nizkym DS (22, 24,5 %).

Vyhodou méteni v nadbytku pufru je mensi casova narocnost pro piipravu pufru v porovnani
s ptipravou gelu pro kontaktni méfeni. Déle také mensi spotfeba chemickych latek, a tedy mensi
finan¢ni ndrocnost. Vzorek filmu je také snadnéji zbaven piebytecné vlhkosti za pomoci
filtratniho papiru nez u kontaktni botnavosti. U méfeni na povrchu gelu hrozi, Ze neopatrnou
manipulaci s pinzetou miZzeme ¢ast gelu seSkrabnout spolu se vzorkem filmu a zkreslit tak
vysledky. Porovnanim metod, jejich vyhod a nevyhod, jsem dospéla k zavéru, ze vhodnéjSim

zplsobem méteni botnavosti je méfeni v nadbytku pufru.

Jelikoz jsou HA filmy vyvijeny pro aplikace v medicing a jejich pouZiti je zvaZovano ve vice
Castech téla, bylo zaddouci zjistit zavislost botnavosti na pH. Tato méteni ukdzala, ze pH mé na
botnavost znacny vliv, pfi¢emZ maximum botnavosti film vykazuje pfi pfiblizn€ neutralnim
pH. Ze ziskanych vysledki také vyplyva, Ze pfi vzdjemném porovnavani vzorki je nutné pouzit

pro vSechny vzorky puftr o stejném pH.
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