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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zaméfuje na vyzkum fyzikalnich interakci mezi kyselinou
hyaluronovou a bilkovinou albuminem. K vyzkumu interakci bylo pouzZito méfeni pH,
konduktivity, viskozity, turbidity a reometrie. Interakce byly pozorovany v roztocich o stalé
koncentraci albuminu 1,0 g-dm™ a proménlivé koncentraci kyseliny hyaluronové od 0,1 do
2,0 g-dm™. Veskeré vzorky byly proméieny a vysledky byly porovnany s roztokem kyseliny
hyaluronové bez pfidavku albuminu.

Vysledky ukazuji, Ze dochazi k interakcim mezi kyselinou hyaluronovou a albuminem hlavné
u roztokd vysokomolekulové kyseliny hyaluronové. Interakce se projevovaly zménou
viskozity roztoku. Po pfidani albuminu do referenénich roztoki mizeme pozorovat snizeni
viskozity. Snizeni pozorujeme i u roztokl nizkomolekulové kyseliny hyaluronové, ale neni tak
vyrazné.

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the research of physical interactions between hyaluronic
acid and a protein albumin. In order to investigate these interactions following methods were
used: pH and conductivity measurement, viscosimetry, turbidimetry and rheometry. The
interactions were observed in solutions of fixed albumin concentration 1.0 g-dm™ and varying
concentrations of hyaluronic acid from 0.1 to 2.0 g-dm™. Results were compared with a
solution of hyaluronic acid without the addition of albumin.

The results show that there are interactions between hyaluronic acid and albumin solutions,
especially for those containing high molecular weight hyaluronic acid. The interactions
exhibited a change in viscosity of solutions. We can see a reduction in viscosity after adding
albumin to the reference solutions. The reduction is noticeable even in the low molecular
weight HA solutions, but is not so significant.

KLICOVA SLOVA

Kyselina hyaluronova, albumin hovéziho séra, fyzikalni interakce, reometrie, viskozimetrie,
turbidimetrie, konduktometrie.

KEYWORDS

Hyaluronic acid, bovine serum albumin, physical interactions, rheometry, viscosimetry,
turbidimetry, conductometry.
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1 UvoD

Tato prace se zaméfuje na vyzkum fyzikalnich interakci mezi kyselinou hyaluronovou a
bilkovinou albuminem.

Kyselina hyaluronova je zcela pfirozené v téle se vyskytujici linearni polysacharid sloZzeny
z opakujicich se disacharidovych jednotek (kyselina [B-D-glukuronova a N-D-
acetylglukosamin) a s proménlivou molekulovou hmotnosti. Ma jednoduchou primarni
strukturu, ale v zavislosti na velikosti molekuly a jejim prostorovém uspofadani vykazuje
velmi rozdilné biologické uc€inky. Nachazi se v mezibunétné hmoté, lidském oku a také
hydratuje pokozZku [1]. Je zcela biodegradabilni, takze ma Siroké vyuZiti v kosmetice, nebot
nezpulsobuje alergické reakce a negativni odezvy imunitniho systému.

Albumin je hlavnim proteinem lidské plasmy (45 g-dm™) a tvofi asi 60 % plasmatickych
proteinl. Kromé& krve se vyskytuje také v dalSich télnich tekutinach, jako je tkarovy a
mozkomisni mok. Je dulezity hlavné pfi transportu raznych latek krvi (mastné kyseliny,
mineraly, 1éky) a pomaha udrzet stalé vnitini prostfedi organismu [1]. Albumin je vyuzivan
v [ékafstvi jako transportér celé fady 1€kl a léCivych latek krvi.

Cilem této prace je prozkoumat fyzikalni interakce téchto dvou latek a zjistit, jak se méni
jejich vlastnosti pfi rliznych koncentracich. Hlavnim cilem ovSem bylo zjistit, zda muzeme
pouzit hyaluronan jako vhodny nosi¢ a albumin jako transportér |éCiva pfi cilené 1é¢bé
rakoviny. Nadoroveé buriky maji totiz na svém povrchu receptor CD 44, ktery na sebe vaze ve
zvySené mife hyaluronan. Pokud by tedy nosi¢ Ié€iva obsahoval hyaluronan, mohl by slouZit
k vyrobé IéCiva s cilenou distribuci na nadorova onemocnéni. Vysledkem by bylo urychleni a
zacileni lécby, tim padem menSi negativni dopad na lidsky organismus.



2 TEORETICKA CAST
2.1. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) byla poprvé izolovana v roce 1934 z ocniho sklivce hovéziho
skotu. Prvni izolaci kyseliny hyaluronové provedli K. Mayer a J.W.Palmer [3]. Dlouho po
svém objevu neméla HA skoro zadné praktické vyuziti. Bylo to z dlvodu jeji obtizné
separace z zivych tkani. Proto se dlouho jako zdroj pouzivaly rizné mékké tkané savcu, jako
napfiklad chrupavky a kize. V dalSich letech byla HA izolovana také z o¢niho sklivce prasat,
roztok( hovézi krve a kohoutich hfebinkdl. Izolaci z kohoutich hfebinkd je mozné ziskat jeji
nejvyssi molekulovou hmotnost a to 3,5 -4 MDa (Dalton (Da) je jiny nazev pro jednotku
g-mol™ a bézné se vyuzivéa v biochemii a biologii) [4].

2.1.1. Vyskyt a syntéza

HA se pfirozené vyskytuje u obratlovcd prakticky ve vSech tkanich, kde nachazi Siroké
uplatnéni v biologickych funkcich. Vzhledem k vyskytu latky v Zivych organismech
(pfi biologickém pH 7,4) jako polyaniontu a ne ve formé protonované kyseliny je vice
vyuzivan nazev hyaluronan. Zaporny naboj vznikly z disociované karboxylové skupiny se
kompenzuje kationty — hlavné Na*, K*, Ca?*, Mg?*.

Aktivita hyaluronanu v organismu je silné zavisla na molekulové hmotnosti. Obecné se da
fici, Ze vysokomolekularni hyaluronan nejevi v organismu prakticky Zadnou aktivitu ve
smyslu regulace pochodl a slouzi prevazné jako strukturni jednotka. Oproti tomu
nizkomolekulovy hyaluronan (pod 100 kDa) ma vliv na rtzné pochody v tkanich a burikach.
Dokonce bylo prokazano, ze ¢im je nizSi molekulova hmotnost, tim je vysSi biologicka
aktivita [5].

Hyaluronan je syntetizovan hyaluronan syntazou, ktera je lokalizovana v membrané bunék a
je enzymem mnoha bunék organismu obratlovci. Jako takové jsou to zejména fibroblasty a
krevni desti¢ky, které se zapojuji do tvorby extracelularni matrix (ECM) [5]. Ve vyrobnim
procesu mohou HA produkovat geneticky zménéné kmeny bakterii Escherichia coli. DalSim
uzivanym zpusobem biotechnologické vyroby je ziskavani HA z bunéénych stén bakterii
druhu Streptococcus zooepidemicus [1].

2.1.2. Struktura

Kyselina hyaluronova je polysacharid patfici do skupiny glykosaminoglykana. Jejich typickym
znakem je struktura tvofena z neustale opakujicich se disacharidickych jednotek. V pfipadé
hyaluronanu se opakujici disacharidicka jednotka sklada z monosacharidu kyseliny
glukuronové, ktera je glykosidickou vazbou [(-1,3 spojena s dalSim monosacharidem N-
acetyl-D-glukosaminem. Jednotlivé disacharidické jednotky jsou pak pospojovany v polymer
glykosidickymi vazbami 3-1,4 [5].

Pocet téchto podjednotek se mize pohybovat ve stovkach az deseti milionech. Spole¢né
tvofi jednu strukturni jednotku celého polymeru (Obrazek 1).

Ze struktury hyaluronanu Ize odvodit, Ze se jedna o polymer, ktery je diky velkému mnozstvi
hydroxylovych skupin ve své struktufe schopen na sebe vazat velké mnozZstvi vody. Je ve



vodé pomérné dobfe rozpustny diky nabojové repulsi vyvolané karboxylovymi skupinami
disociovanymi pfi pH hodnoté existujici ve fyziologické tkani [5],[6].
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b-D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin
Obrazek 1: Struktura HA. Zaklad tvori opakujici se disacharidové jednotky B-D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-
D-glukosaminu [5].

Oba monosacharidy, které tvofi HA (Obrazek 1), prostorové vychazeji z glukézy, ktera v -
konfiguraci dovoluje v8em objemnym skupinam (hydroxylové, karboxylové, acetamidové) byt
ve stericky pfFiznivé ekvatorialni pozici, zatimco vSechny malé atomy vodiku zaujimaji méné
stericky pfiznivé axialni polohy (Obrazek 2). A proto je struktura disacharidu energeticky
velmi stabilni.
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Obrazek 2: Podtrzené axialni vodiky ve struktufe HA tvori hydrofobni East [7].

Vzhledem k Siroké Skale moznych molekulovych hmotnosti ziskavaji rizné dlouhé fetézce
kyseliny hyaluronové odlisné vilastnosti.

2.1.3. Vyuziti a vlastnosti

HA ma Siroké praktické vyuziti (bunéfna biologie, kosmetika, chirurgie, imunologie,
farmaceutika atd.), nebot nezplsobuje alergické reakce a negativni odezvy imunitniho
systému. Naopak je zcela biologicky odbouratelna a jeji metabolické derivaty taktéz
nepfedstavuji zatéz pro organismus. Sama kyselina hyaluronova je silné hygroskopicka a
dokaze na sebe vazat vodu az do tisicinasobku vlastni hmotnosti [8].

Jiz v 60. letech 20. stoleti se HA vyuzivala k lokalni |é¢bé& popalenin a koznich viedu. Od
roku 1979 je HA na trhu ur€ena pro pouziti v oCni chirurgii. Uziva se k doCasnému vypInéni
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prostoru pfedni komory o¢ni a ochrané ocnich tkani (hlavné endotelu rohovky a duhovky)
pfed posSkozenim pfi nitroo¢nich operacich (napf. operace 3Sedého zakalu, implantace
Cocky), nebot vytvari na povrchu oka mikroskopicky film, ktery brani nadmérnému poskozeni
a podporuje regeneraci. Nyni se vtomto odvétvi nové vyuziva diky svym viskoelastickym
vlastnostem i jako lubrikacni latka v o€nich kapkach nebo roztocich na kontaktni Cocky [9].

(viskosuplementace = normalizace reologickych vlastnosti synovialni tekutiny v kloubu
pomoci injekce HA). Novou moznosti je periartikularni aplikace HA pfi podvrtnuti kotniku, kdy
dochazi k injekéni aplikaci tzv. véjifovitou technikou, ktera zaru€uje rovnomérnou distribuci
HA podél poSkozeného vazu. Tato metoda je velice u€innad a rozSifuje moznost IéCby
pohybového aparatu [10].

Vyznamné je vyuZiti k augmentaciv plastické chirurgii (vypld vrasek, vtaZzenych jizev,
zvétSeni prsou), nebot zvySena koncentrace kyseliny hyaluronové v pokozce vede k jeji
celkové obnové a hlavné ke zlepSeni jeji pruznosti a elastiCnosti, které lidska pokozka
pfirozené ztraci s vékem [11]. HA se také uziva v pfipravcich pro podporu hojeni ran, nebot’
zvysSuje syntézu kolagenu v pokozce a diky tomu se poranéna tkan Iépe a hlavné rychleji
hoji. Dobré vysledky byly zaznamenany v kombinaci s jédem pfi hojeni chronickych ran,
diabetickych nohou a bércovych viedu (napf. pfipravek Hyiodine od firmy Contipro
Pharma, a.s.) [12]. Dalsi moznosti vyuZiti je ve veterinarni medicing, kde se
vysokomolekuldrni hyaluronan uplatiiuje diky svym viskoelastickym a protizanétlivym
vlastnostem. Uziva se pfedevSim pfi IéEbé nemoci kloubu koni, psu a kocek [13].

Nejmodernéjsi oblasti vyuziti hyaluronanu se stala cilena distribuce Ié¢iv do tkani organismd,
kde se hyaluronan samovolné koncentruje. Jde napfiklad o nadorové tkané, které maiji na
svém povrchu receptor CD 44, ktery ve zvy$ené koncentraci vaze kyselinu hyaluronovou
Z okolnich tkani. Pfi cilené distribuci léCiv je 1éCivo zabudovano do struktury nosice a je
dopraveno az k postizené tkani. Uvolnéni 1éCiva je poté provedeno napfiklad ultrazvukem,
zménou teploty nebo pH [14],[15].

2.1.4. Receptor CD 44

Proto, aby mohly byt buriky ovliviiovany néjakym signalem, musi ho nejdfive rozpoznat, coz
se déje pomoci receptorli. Ty jsou lokalizovany na povrchu vétSiny bunék a specificky
interaguji pouze s ur€itymi latkami. Bunky mohou s hyaluronanem, ktery je v ECM,
interagovat prostfednictvim nékolika receptord. NejvétSi pozornost se zatim zaméfila na
receptor CD 44.

Jde o glykoprotein, ktery ma velice proménlivou strukturu (existuje minimainé 9 forem tohoto
receptoru) [5]. Receptor prochazi cytoplasmatickou membranou a jednim svym koncem
zasahuje do intracelularniho matrix a druhym naopak vyéniva do extracelularniho prostoru.
S kyselinou hyaluronovou reaguje velice citlivé a interaguje bud pfes karboxylové, nebo pres
hydroxylové skupiny.

Kazda interakce vede ke spusténi fady enzymu, které prenaseji signal z povrchu buriky do
jadra a vyvolavaji bud aktivaci, nebo potlaceni transkripce genu do RNA, ktera spousti dalSi
pochody v burice. Pfitom neni jedno, zda s receptorem interaguje vysokomolekularni
hyaluronan, nebo pouze jeho fragmenty.
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ProtoZze je CD 44 receptorem endocytézniho typu, je pro vyzkum velice zajimavy a to
z hlediska cilené distribuce 1é¢iv. Kdyz dojde k jeho interakci s fragmentem hyaluronanu,
vchlipi se spoleéné s nim do bunky, kde se vytvofi specialni vakuola, ve které poté
hyaluronan degraduje. To ve vysledku znamena, Ze nanoCastice znaena hyaluronanem,
ktera nese biologicky aktivni latku, mize byt takovymto zplsobem dopravena pfimo do
bunky stejné jako hyaluronan s navazanou biologicky aktivni latkou [5].

Protoze nadorové bunky maji zvySenou produkci receptortt CD 44, které jsou na hyaluronan
velice citlivé a specificky s nim interaguji, mize byt hyaluronan pouzit jako nosic¢ Ié€iva. Toto
léCivo HA transportuje k nadorovym burikdm se zvySenou produkci receptoru CD 44. P
chemoterapii byly pouzity protilatky anti-CD 44 a vysledky testl ukazaly zpomaleni, nebo
uplné zastaveni nemoci. A pravé tohoto zpusobu prenosu léciva do buriky se v dnesni dobé
snazi vyuzit stale vice vyzkumnych tymu a chtéji vyvinout pfipravky pro rizna onemocnéni,
které by minimalné zatéZovaly lidsky organismus [14], [16].

2.2. Albumin

2.2.1. Vyskyt a syntéza

Albumin (BSA) patfi mezi télu viastni latky a patfi do skupiny proteint krevni plazmy. Tvofi
52 — 60 % vSech plazmatickych bilkovin. Kromé krve (pfiblizné 42 % z celkového mnoZstvi
télniho albuminu) se vyskytuje ve svalech, ale také v télnich tekutinach, jako je tkarnovy a
mozkomis$ni mok.

Syntéza albuminu je cilené provadéna parenchymalnimi bufikami v jatrech (stejné jako je to
u vétsiny proteint krevni plazmy), protoZze ho ¢lovék nemlze pfijimat pfimo z potravy pro
jeho slozitou strukturu. Jeho tvorba je zavisla na pfijmu aminokyselin do organismu [17].

2.2.2. Struktura

Albumin hovéziho séra je polypeptidovy protein elipsoidniho tvaru s molekulovou hmotnosti
66 kDa. Analyzy krystalové struktury odhalily, ze BSA obsahuje 582 aminokyselin s 20
tyrosinovymi zbytky a dvéma tryptofany, které se nachazi v polohach 134 (na povrchu
molekuly) a 212 v molekulovém fetézci [17].

Celkova molekula albuminu je pfi bézném pH krve 7,4 negativné nabita, a proto je idealni ji
jesté pred fyzikalnim navazanim na jiné latky protonizovat snizenim pH celého roztoku pod
izoelektricky bod albuminu (napfiklad pouzitim vhodného pufru), ktery ma hodnotu 4,7 [18].
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Obrazek 3: Albumin z hovéziho séra [19]

2.2.3. Vyuziti a vlastnosti

Albumin je z hlediska vlastnosti velice rozmanity protein. Je schopny reverzibilné vazat
Sirokou paletu nerozpustnych ligandd, i kdyz je jeho hlavni funkci transport metabolitl jako
napfiklad zivin, hormonu $titné Zzlazy, bilirubinu, volnych mastnych kyselin, kationtd kovu
(zinek, méd, vapnik, hof¢ik) a v neposledni fadé raznych IéCiv. Pravé kvuli své schopnosti
vazat a transportovat rtzné latky je nyni albumin nejvice zkouman z pohledu transportnich
systému v oblasti cilené distribuce 1€civ [17].

Kromé dulezité role pfi udrzovani koloidniho osmotického tlaku v krvi, mGze albumin hrat
dominantni roli v oblasti ucinnosti l1éCiva, nebot zvySuje zdanlivou rozpustnost hydrofobnich
lékd v plazmé. Vazebna afinita jakékoliv latky na sérovy albumin, je jednim z hlavnich
faktori, které wurCuji Casovy pribéh absorpce léCiva, distribuci, metabolismus a
vylu€ovani [17].

2.3. Interakce kyseliny hyaluronové a albuminu

Protoze je kyselina hyaluronova pfirozené schopna se vazat s dalSimi latkami ve formé
chemickych i fyzikalnich interakci, nabizi se toto jeji chovani vyuzit a pouzit ji jako nosice pro
cilenou distribuci I&Civ. Interakce probiha mezi zaporné nabitymi karboxylovymi skupinami
HA a vétSinou kladné nabitymi dusikovymi atomy v aminoskupiné mezivazebné latky. Jako
mezivazebna sloucenina vhodna k propojeni molekuly léCiva a fetézce HA byl dfive
uvazovan napfiklad decyltrimethylamonium bromid nebo aminokyselina lysin a jeji derivat
kyselina 6-aminokapronova. Obecné lIze tedy fici, ze jde o amfifily, jako jsou kationtové
tenzidy a amfifilni aminokyseliny.

Tato interakce je podminéna pfitomnosti kladného naboje na aminoskupinach téchto latek a
proto je vyhodné pfedem tyto latky protonizovat. Diky tomu se mohou lépe vazat na
karboxylové skupiny v hyaluronanu nevazebnymi fyzikalnimi interakcemi, jez maji zaklad v
tzv. Coulombickych silach, které jsou svoji podstatou sily plsobici mezi dvéma a vice
elektrickymi naboje a fidi se Coulombovym zakonem:
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_ |Q1|'|Q2|

F.= 2
4-w-r°-gy-¢

e

[N] (1)

kde Q; a Q; jsou velikosti na sebe plsobicich naboja v C, r je vzajemna vzdalenost nabojl
0s sebe v m, &,je permitivita vakua v jednotkach Fm'a &, je relativni permitivita okolniho

r

prostfedi ve F-m™ [4].

Studie autorl Hélene Lenormand a spol. [21] pojednava o schopnosti BSA obnovovat
enzymovou aktivitu hyaluronidazy, kterd se nevazebné vaze na vysokomolekulovou HA.
Vyzkum poukazuje na to, ze BSA muze pfi ur€itych hodnotach pH nahradit enzym
hyaluroniddzu (HAase, pfirozeny enzym pro metabolismus kyseliny hyaluronové. HAase
Stépi HA na oligosacharidy vytvofenim komplexu enzym-substrat) na vazebnych mistech HA
Nejvétsi aktivity dosahoval enzym pfi koncentraci BSA 0,5 g I, kdy bylo zpét do roztoku
uvolnéno dostateCné mnozZstvi HAase, ale samotny fetézec HA jesté nebyl stinén pfilis
velkym mnozstvim molekul BSA, které jsou vzhledem ke své molekulové hmotnosti pomérné
rozmérné. Dale byl z vyzkumu stanoven pomér interagujicich molekul BSA na 10 vudi
jednomu Fetézci HA o molekulové hmotnosti 1 MDa. Cely vyzkum byl realizovan pomoci
meéfeni turbidity [4].

Studie autorli Hélene Lenormand a spol. [22] poukazuje na to, ze HA tvofi s BSA
elektrostatické komplexy pfi pH = 4 a to bez ohledu na délku fetézce HA v celém rozmezi
molekulové hmotnosti od 10® az do 10° g-mol™. Pouze povaha HA-BSA komplex( zavisi na
délce fetézce HA:

- molekulova hmotnost HA < 4 000 g mol™: vysoce nabité rozpustné komplexy

- molekulovd hmotnost HA od 4 000 do 37 000 g mol™: mirn& nabité sedimentujici
komplexy

- molekulova hmotnost HA > 15 000 g mol™ s optimem pfi 50 000 g mol™: nerozpustné
komplexy

- molekulova hmotnost HA > 200 000 g mol™: lehce nabité sedimentujici komplexy a
zaroven i nerozpustné komplexy

Vlastnosti HA-BSA komplext v8ak zavisi na délce HA Ffetézce, dale pak na koncentraci, pH a
také iontové sile. Napfiklad rozpustnost komplexu HA-BSA, zavisi na délce fetézce HA. HA-
proteinové komplexy jsou vice rozpustné pfi nizké, nez pfi vysoké molekulové hmotnosti HA.
Pfi pH = 4 a vy$§im mohou existovat rozpustné komplexy, avSak nerozpustné komplexy
nikoli. lontova sila je dalSim parametrem pro tvorbu komplexu HA-BSA. Elektrostatické
interakce mezi HA a BSA jsou slabsi, kdyz se zvysi iontova sila, ovSem kdyz jde o pH
fyziologické (x 7,4), vyznadluji se interakce svou pevnosti [22].

Jak vidime na obrazku (Obrazek 4), muze HA s BSA tvofit komplexy tfech typu:

- Jedna molekula BSA je obklopena nékolika malymi fragmenty nizkomolekulové HA a
je vytvofen komplex kulovitého typu.
- Jedna molekula BSA je obklopena jednim fragmentem HA o stfedni délce.
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- Jedna dlouha molekula vysokomolekulové HA obklopuje nékolik molekul BSA. Déje
se to proto, Zze molekula HA je kompaktnéjSi kdyZz se spoji s proteiny, nez kdyz je
volna.

HA HA native HA
2400 g.mol’ 14600 g.mol”’ 10° g.mol”’

Obrazek 4: Modely pro rizné typy komplex( vytvorenych mezi HA a BSA v zavislosti na délce retézce HA;
1. jedna molekula BSA obklopena nékolika malymi fragmenty HA, 2, jedna molekula BSA je obklopena jednim
fragmentem HA o primérné délce, 3. jedna dlouha molekula HA obklopuje vice molekul BSA [22].

Diky tomu se da snadno predpokladat, Zze délka fetézce HA muze fidit vazbu na povrch
proteint a pokud je protein zaroven enzym, muzeme také predpokladat, ze bude mit také vliv
na enzymovou aktivitu.

Ze studie byl také stanoven idealni interakéni pomér disacharidovych jednotek HA k jedné
molekule BSA na 36. Cely vyzkum fyzikalnich interakci byl provadén nepfimo pomoci
HAAse, ktera rozklada HA, ale je také schopna s ni v omezené mife nevazebné interagovat
a tim se inhibuje. Pokud musi o interakéni mista na HA soutézit s BSA, ktery se vaze silnéji,
dostava se opét ve volné formé do roztoku a jeho enzymatické schopnosti se obnovu;ji [4].
Cely vyzkum byl realizovan pomoci méfeni turbidity a dynamického rozptylu svétla.

Studie autora Hélene Lenormand a spol. [23] poukazuje na existenci nespecifickych
nevazebnych interakci mezi HAase a HA v Sirokém rozpéti pH (3 az 10). Pfi koncentraci HA
1 g-I'* a teploté 6°C byly zjistény dvé interagujici formy komplext. Pfi pH v rozmezi 3 az 5
vznikaji méné rozpustné komplexy, které sedimentuji. Pfi pH v rozmezi 5 az 10 pak vznikaji
velmi rozpustné komplexy. Nejvétsi sedimentace je dosazeno pfi pH v rozmezi 5 az 6, kdy je
na jednu molekulu HAase navazano 23 - 71 dikarboxylovych skupin HA v zavislosti na pH.

2.4. Pouzité mérici metody

2.4.1. Viskozimetrie

Viskozimetrie je instrumentalni metoda zabyvajici se mérenim viskozity tekutin, respektive ve
velké vétSiné kapalin, protoze viskozita plynd je o nékolik fadu nizSi nez u kapalin a ve
vétsiné aplikaci zanedbatelna. Zakladni mérnou veli€inou ve viskozimetrii je viskozita — jedna
ze zakladnich charakteristik kapalného skupenstvi hmoty.
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Viskozita udava vztah mezi teCnym napétim r a smykovou rychlosti kapaliny y :

T
=- [Pa-
ny.[as] )

ZjednoduSené odpor kapaliny vici pohybu (toku) a je projevem jistého vnitfniho treni
kapaliny. Cim vy$8i méa kapalina viskozitu, tim hlfe tece. Viskozita je dale zavisla také na
teploté [24].

V praxi se setkdvame se dvéma druhy viskozity, dynamickou (n) a kinematickou (v). Jejich
vzajemny stav vystihuje rovnice:

2

[m ~s’1] 3)

V=

SIES

kde p je hustota dané kapaliny.

Kinematicka viskozita v sobé zahrnuje i vliv gravitacni sily na tok uvazované kapaliny a je
tedy vhodnéjSi v pfipadech, kdy se viskozita méfi v pfistrojich, v nichz je pohyb kapaliny
vyvolan gravitaci (Ubbelohdeho viskozimetr). Jednotkou dynamické viskozity je Pa-s,
jednotkou kinematické pak m?-s™ [24].

2.4.2.1. Padové viskozimetry
Témito typy viskozimetri méfime dynamickou viskozitu. Patfi sem Stokesuv, ¢i Hopplertv
viskozimetr (Obrazek 5).

Obrazek 5: Héppleriv viskozimetr [24]

V termostatovaném plasti je umisténa pruhledna trubice se studovanou kapalinou.
V kapaliné pada kulicka a méfi se Cas potfebny k prichodu drahy vyznacené dvéma ryskami
na trubici. Pfistroj je vyrobcem kalibrovan, viskozita kapaliny se poté vypocte z rovnice:
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n=t(p.—p,)-K [Pas] (@)
kde t je ¢as naméFeny v sekundach, p,je hustota kulicky v g-cm™, p,je hustota kapaliny
v g-cm™ a K je konstanta kuliéky udavana vyrobcem v mPa-cm®-g™.

Tato rovnice byla odvozena pro idealizovany pfipad padu jediné kulové Castice v prostfedi o

viskozité 7. Pfedpoklada se, Zze na Castici pfitom plUsobi pouze gravitacni sila Fg, sila

vztlakova F,, a odpor prostfedi proti pohybu ¢astice F,. Poté, kdy se mezi uvedenymi silami

\'24

ustavi rovnovaha, pada c&astice konstantni rychlosti v. Silu odporu prostiedi poté
vyjadfujeme Stokesovym zakonem:

F. =6nrv [N] (5)
kde r je polomér kulové ¢astice.

Viskozita je zavisla na struktufe konkrétni kapaliny, ale obecné hlavné na teploté. Zavislost
viskozity na teploté se obvykle popisuje empirickou exponencialni zavislosti:

n=A-e" [Pa-s] (6)
kde A a E jsou konstanty, R je univerzalni plynova konstanta a T je teplota v Kelvinech.

24.2.2. Kapilarni (vytokové) viskozimetry

Tyto viskozimetry patfi k t€m nejastéji pouzivanym. Méfeni je zaloZzeno na pritoku kapaliny
kapilarou, kterého je dosazeno diky gravitaci. Méfi se Cas, za ktery protece urcity objem
kapaliny kapilarou. Pratok kapaliny kapilarou je popsan Hagen-Poiseuilleovym zakonem:

mAp-RYF oy
g LS ™
z této rovnice je pak dynamicka viskozita uréena vztahem:
7-Ap-R*
=———|Pa-s 8
8-V-L-T [ ] ®

kde R je primér kapilary a L jeji délka, Ap je rozdil tlaki dany hydrostatickym tlakem
kapaliny ve svislé kapilafe, ktery je umérny hustoté kapaliny, V je objem kapaliny, ktery
protece kapilarou za ¢as 1. Viskozita je tedy umérna hustoté kapaliny a dobé pritoku.

Kapilarni viskozimetry jsou pfesné (0,01 az 0,1 %), avS8ak nemohou byt pouzity pro
nenewtonské kapaliny, nebot rychlostni gradient neni konstantni — roste se vzdalenosti od
osy kapilary. Tento druh viskozimetru se hodi pro méfeni viskozit velmi viskéznich latek [25].

16



Obrazek 6: Ubbelohdeho viskozimetr [28]

2.4.2. Turbidimetrie
Turbidimetrie je metoda zaloZzena na méfeni stupné zakalu (turbidity). Na &asticich dochazi k
rozptylu zareni a ¢asteCné i jeho absorpci. Sleduje se pokles intenzity zafeni prochazejiciho

e

dopadajici (svételny zdroj). Vyrazny je vliv teploty, ktera ovliviiuje tvorbu i velikost ¢astic [29].

Mé&rFeni se provadi v pfimém sméru, v ose svételného paprsku zdroje jako u fotometrickych
postupu. Pfi turbidimetrickych méfenich je obtizné pfipravit reprodukovatelné suspenzi
mérené reakeni smési, aby byla dostate¢né stala.

Zvlasté ve zfedénych disperzich (roztocich) je pfechod mezi absorpéni fotometrii a
turbidimetrii neostry, a proto lze méfenou veli¢inu T (turbidance = absorbance) vyjadfit
vztahem:

T=(e+T)-c-L [] (9)
kde ¢ je absorpéni koeficient specificky pro kazdou latku, Ty je turbiditni koeficient, ¢ je
koncentrace a L je svételna draha (tloustka) méfici kyvety [4].

zdroj zareni kyveta se vzorkem

| =
miizka nebo filtr A/ detektor

k vymezeni vinové délky u turbidimetrie

detektor u nefelometrie

Obrdzek 7: Schéma nefelometru a turbidimetru [26]
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2.4.3. Konduktometrie

Konduktometrie [26][27] je fyzikalni a analytickda metoda, ktera se zabyva méfenim
konduktivity (mérné elektrické vodivosti) roztoku elektrolyti a obecné latek v jakémkoli
skupenstvi. Vodivost G je fyzikalni veli€ina popisujici schopnost zkoumané latky veést
elektricky proud. Cim je hodnota G vys$$i, tim je latka lep$im vodi¢em. Z této charakteristiky
pak vyplyva, Ze vodivost je nepfimo umérna odporu, ktery naopak popisuje ,neochotu” télesa
vést elektricky proud:

G==[S] (10)

kde R je odpor télesa. Dnes se jednotka elektrické vodivosti oznacuje jako siemens S aje
prevracenou hodnotou ohmu, S = Q*, proto se dfive oznadovala jako mho, coZ je anagram
slova ohm, a byva v takovém pfipadé nékdy znacen pomoci obraceného feckého pismena Q
jako ,U“. Fyzikalni rozmér vodivosti tedy je:

S=m?.kg™-s® A (11)
Vodivost v roztoku je méfena na dvou elektrodach, na které je pfivadéno napéti U a méfen
elektricky proud I.

|
G=7 [s] (12)

Velikost vodivosti je ovlivnéna vlastnostmi vodi¢e — prafezem plochy kolmé na drahu vedeni
proudu S, délkou mezi elektrodami | a konduktivitou k.

G =K$ [s] (13)

2.4.4. pH metrie

Pro pfesna méreni hodnot pH vodnych roztoklli se v souCasné dobé pouziva prakticky
vyluéné potenciometrie s vyuzitim sklenéné elektrody jako mérného ¢&lenu. Podstatou
uvedené metody je velmi pfesné méfeni elektrického potencialu mezi mérnou (sklenénou) a
referentni elektrodou. Jako referentni elektrody Ize v tomto pfipadé vyuzit prakticky kazdé
elektrody Il. druhu, tedy elektrody, jejiz potencial zlistava konstantni pfi zméné prostredi, v
némz je ponofena. NejCastgji se zde uplatiuje kalomelova nebo argentochloridova
srovnavaci elektroda [4].

Argentochloridova elektroda je slozena ze stfibrného dratku potazeného vrstvou AgCl, ktery
je ponofeny do nasyceného roztoku KCI. Elektroda je obalena sklenénym plastém, ve kterém
se nachazi membrana citlivda na koncentraci chloridovych iontl v roztoku. Zménou aktivity
vodikovych iontl dojde ke zméné elektrochemického potencialu dle Nernstovy rovnice:

R-T
0
Eagciiag) = Biag-rag) ~ = ‘Ina, [V] (14)

0

kde Eci/a j& potencial argentochloridoveé elektrody, SR

) je standardni elektrodovy

potencial ustanoveny mezi stfibrnym dratkem a roztokem KCI, R je univerzalni plynova
konstanta (R =8,314 41 J-K mol"), T je termodynamicka teplota roztoku [K], F je
Faradayova konstanta (F = 9,648 -10* C-mol™), a a.,- je aktivita chloridovych aniontl [26].
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Sklenéna elektroda je tvofena kifemic€itanovou krystalovou mfizkou skla, na kterou se vazou
elektrostatickymi silami ionty vodiku a alkalickych kovu. PFi styku s roztokem se na povrchu
vytvafi solvatovana vrstva, kde dochazi k vyméné vodikovych iontd mezi roztokem a sklem.
Membranovy potencial sklenéné elektrody vznika jako rozdil potencialld na vnéjsi a vnitini
sténé sklenéné membrany. Potencial této elektrody zavisi na poméru aktivit vodikovych iontu
na obou stranach membrany dle Nicolsky-Eisenmanovy rovnice:

R-T a .
E=K+ = -In H [V] (15)

H* (inner)

kde E je potencial sklenéné elektrody, K je standardni potencial zahrnujici v sobé druh a
slozeni skla, zpusob pfipravy elektrody, kvalitu povrchu a vnitfni napli elektrody, R je
univerzalni plynova konstanta (R =8,314 41 J- K mol?), T je termodynamicka teplota

a' + . v . .
roztoku [K], F je Faradayova konstanta (F = 9,648 -10* C'mol™), a —*— je pomé&r aktivit

H™* (inner)

vodikovych iontd na obou stranach membrany [27].

Sklenéna elektroda Referencni elektroda

kabel r 4 katiel
[ >| r .\I
l' \ f
| {
| | Ptdratek
pasta (Hg, KCI, B
HaCl,, HO) |__plnici otvor

Pt dratek | ] '}F

1 § /
1 ¥
vnitii pufr i ,J ‘?:
obsahujici CI” \l /vzduch %ﬂ—vata
\. E|E e
) 7 _sklenéna of nasyoeny KCI
47 membrana
vnitini elektroda 9“ krystaly KCI

Ag/AgCl keramicka frita

Obrazek 8: Sklenéna a kalomelova elektroda pro méreni pH [31]

2.4.5. Reologie

Reologie byla zalozena Eugenem C. Binghamem a Markusem Reinerem v roce 1929. Tento
védni obor se zabyva studiem vnitfni reakce latek (pevnych i tekutych) na plsobeni vnéjsich
sil resp. jejich deformovatelnosti a tokovymi vlastnostmi. ZjednoduSené feceno, reologie je
nauka o toku. Tok oznaCujeme také pojmem visk6zni deformace. Pasobenim vnéjsi sily se

deformace stale zvétSuje, pficemz rychlost zvétSovani této deformace je umérna pusobici
sile [4].
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Matematickym vyjadifenim tokovych vlastnosti kapalin jsou reologické stavove rovnice, které
zpravidla vyjadiuji vztah mezi deformaénim smykovym (te¢nym) napétim r a deformaci
tekutiny.

T
=— [Pa-
= [Pa-s] (16)
r=— [Pa] (17)

Pro ur€eni zakladnich reologickych parametrd se pouziva model s posuvnymi deskami.
Model se sklada z dolni nepohyblivé a horni pohyblivé desky. Vzdalenost obou desek h je
konstantni. Vrchni deska o povrchu A [m?] se pohybuje vigi dolni desce rychlosti v [m.s™]
pomoci sily F [N].

2,
X du A g
l . —>
5 O A O O 5 A Y £ A /llrlfffllflllll F
1! /21
—f
& /
X T st 2{ 7/
el
,47 /
AN /
0| YT T TITITTTTTT7IT

Obrazek 9: Model s posuvnymi deskami [30]

2.45.1. Newtonské a nenewtonské kapaliny
Z reologického hlediska mGzeme kapaliny rozdeélit do dvou zakladnich skupin podle jejich
chovani pfi pusobici deformacni sile:

Newtonské kapaliny jsou latky, jejichz viskozita se pfi zvySujicim se te€ném napéti neméni a
smykova rychlost je tedy linearné zavisla na te¢ném napéti [30].

[}
-

ryl-------

Obrazek 10: Tokova a viskOzni kfivka newtonskych kapalin [30]
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Plati pro né klasicky NewtonGv zakon viskozity:

r _r )
(dyj y (18)

kde 7 je teCné napéti a y smykova rychlost kapaliny.

Vedle newtonskych kapalin existuji i kapaliny reologicky sloZitéjSi, které se Newtonovym
zakonem viskozity nefidi. Oznacuji se jako nenewtonské kapaliny a jsou to napfiklad roztoky
a taveniny polymert, suspenze, rlizné pasty apod. plati pro né analogicky s Newtonovym
zakonem rovnice:

r=K-7" [Pa] (19)

kde K, n jsou empirické latkové parametry charakterizujici vlastnosti toku nenewtonské
kapaliny a zaviseji na teploté. Parametr K je soucinitel (koeficientem) konzistence a n je
index toku (n > 1 pro pseudoplasticitu, n = 1 pro newtonské kapaliny, n < 1 pro dilataci) [30].

Zakladni typy nenewtonskych kapalin [28]:

a)

b)

Pseudoplastické kapaliny, jejichz zdanliva viskozita se s rostoucim gradientem
rychlosti zmenSuje. Jde napf. o roztoky a taveniny polymer(, roztoky mydel a
detergent(, nékteré suspenze apod.

Z technického hlediska je pseudoplasticita zpravidla vitanou vlastnosti ponévadz
shizuje energetickou naro€nost pfi michani, toku kapalin potrubim apod.

Dilatantni kapaliny, jejichz zdanliva viskozita roste s rostoucim gradientem rychlosti.
Toto chovani bylo pozorovano ve velmi vysoce koncentrovanych suspenzich (napf.
v PVC plastisolech). Zpravidla nam toto chovani komplikuje dalSi technologické
procesy, takze se dilatace potlaCuje zménou slozeni.

Binghamské kapaliny, tj. kapaliny s plastickou slozkou deformace, u nichz dochazi
k toku az po pfekroCeni ur€itého prahového smykového napéti, tzv. meze toku.

Patfi sem napf. koncentrované priamyslové a odpadni (splaskové) kaly, kaSovité
suspenze kfidy a vapna aj.
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Obrazek 11: Tokové a viskozitni charakteristiky nékterych kapalin (a - dilatantni, b - newtonska, c -

pseudoplasticka, d - Binghamska, e - plasticka) [30]

Existuji také kapaliny s ¢asové zavislou sloZzkou deformace, které méni zdanlivou viskozitu s
dobou plUsobeni napéti. Jejich tokové kfivky jsou hysterezni, pribéh pfi zvySovani napéti se
li5i od pribéhu pfi jeho snizovani. RozliSuji se dva zakladni typy [28]:

a) Latky tixotropni, u nichz zdanliva viskozita klesa s prodluzujici se dobou plUsobeni
napéti. Jedna se napf. o natérové hmoty.

b)

Latky reopekticke, jejichz zdanliva viskozita béhem smykového namahani s asem
roste. S timto chovanim se oproti tixotropii setkavame velmi zfidka (napf. u suspenzi

bentonitu).

Txy

Tuy = konst.

sol

—» gas

Obrazek 12: Tokova kfivka a ¢asovy prubéh viskozity u tixotropniho systému [28]
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Obrazek 13: Tokova kfivka a Easovy prubéh viskozity u reopektického systému [28]

Anomalie viskozity mohou byt velmi rdznorodé a v praxi se muzeme setkat i s rdznymi
kombinacemi chovani viskézniho s elastickym (kapaliny viskoelastické nebo elastoviskézni).
Do této skupiny kapalin se fadi napf. velmi koncentrované suspenze a velmi koncentrované
roztoky makromolekul [30].

v v

2.45.2. Mérici systéemy
Zde jsou popsany zakladni méfici systémy, které byly pouzity pfi experimentalnim méfeni
pro tuto bakalafskou praci.

a) Systém kuzel — deska

Tato geometrie se pouziva pro méfeni kapalin o nizkych a stfedné vysokych viskozitach.
Sklada se ze spodni (nepohyblivé) Casti v podobé rovné desky a vrchni (pohyblivé) &asti
v podobé pohyblivého kuzele, kdy obvykly uhel kuzele je od 0,5 do 4°.

Velkou vyhodou tohto systému je velice jednoduché davkovani vzorku, nizka spotfeba
vzorku. Mezi nevyhody patfi nepfesna analyza kapalin s nizkou viskozitou, nebot pfi vysSich
smykovych rychlostech dochazi k odtrzeni kapaliny a az k vystfiknuti kapaliny mimo reometr.
Dal$i nevyhodou je, Zze vzorek mlze zacit pfi delSich mérenich vysychat, protoze se muize
rozpoustédlo po delSi dobé a pfi vysSich teplotach odpafovat. Tomuto problému se da
zabranit nanesenim tenké vrstvy silikonového oleje, ktery po naneseni vytvari tenky film,
ktery zabranuje odparovani t€kavéjsi kapaliny z roztoku.

k= A

Obrazek 14: Systém kuZel — deska [4]
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b) Systém souosych dvojvalct

Jde o specialni variantu koaxialnich dvojvalcu (double gap concentric cylinders), ve kterém
jsou oba valce duté a zasouvaji se do sebe, a tak je kapalina méfena ve dvou mezerach
zaroven. Pouziva se hlavné pro méfeni velmi malo viskéznich vzorkd.

Velkou nevyhodou tohoto systému je vyS&i spotfeba vzorku na jedno méfeni a jeho pracné
CiSténi — geometrie se musi cela rozebrat a vymyt.

B

=

Obrazek 15: Systém souosych dvojvalct [4]

DalSi typy méficich systému pak mizeme vidét na dalSim obrazku (Obrazek 16):

AP o AP o

AP o dap o D o

I

Obrazek 16: Prehled jinych méricich systémdi [30]

24



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Pouzité chemikalie a pristroje

— kyselina citronova p.a., Penta

— monohydrogenfosfore¢nanu disodného p.a., Penta

— kyselina hyaluronova 90 — 130 kg-mol™*, Contipro Pharma, a.s.

— kyselina hyaluronova 1 500 — 1 750 kg-mol™, Contipro Pharma, a.s.
— albumin from bovine serum, SIGMA-ALDRICH

— Milli-Q voda

— pH-metr SevenMulti (Mettler Toledo)

— analytické vahy (Denver Instrument)

— su8arna Venticell (BMT, a.s.)

— vlhkostni analyzator IR 35 (Denver Instrument)

— magnetickd michacka MIX 15 eco

— automaticky viskozimetr AMVn a hustomér DMA 4500 (AntonPaar)
— reometr AR — G2 (TA Instruments)

— UV-VIS spektrofotometr HITACHI

— automaticky titrator TITRONIC universal (SCHOTT Instruments)

3.2. Priprava vzorku

VSechny roztoky byly pfipravovany v Milli-Q vodé. Nejprve byly pfipraveny roztoky kyseliny
citrénové a monohydrogenfosfore€nanu disodného pro pozdéjsi pfipravu citrato-fosfatového
pufru o pH pfiblizné 4. Na analytickych vahach bylo navazeno potfebné mnozstvi kyseliny
citrénové (pro vyslednou koncentraci roztoku 0,05 M) a monohydrogenfosforeCnanu
disodného (koncentrace 0,1 M). Navazky byly kvantitativné pfevedeny do odmérnych banék,
doplnény Milli-Q vodou po rysku, bylo vhozeno magnetické michadlo a poté byly roztoky
michany minimalné hodinu na magnetické michacce. Poté nasledovala pfiprava citrato-
fosfatového pufru. Nejprve vSak musel byt pH-metr nakalibrovan dle postupu pfedepsaného
od vyrobce. Pro kalibraci byly pouzity standardni kalibracni pufry od firmy Mettler Toledo o
pH 2,00; 4,01 a 7,00. Pufr byl poté pfipravovan pfidavanim monohydrogenfosfore¢nanu
disodného do kyseliny citrénové, ktera byla umisténa na magnetické michacce a neustale
bylo sledovano pH vysledného pufru. Pokud se namérené pH ustalilo po dobu dvou minut na
hodnoté 4,00 = 0,05, byla tato hodnota brana jako kone¢na. Dale byly pfipraveny zasobni
roztoky kyseliny hyaluronové (4 g-1") a albuminu (2 g-I'").

Suchy praskovy hyaluronan byl pfed jakoukoli manipulaci ponechan 25 minut pfi 90°C
v susarne, aby se z néj odstranila prfebyte¢na vlhkost. Pribéh suSeni na suSicich vahach a
procentualni zménu hmotnosti mizeme pozorovat na grafu (Obrazek 17). Jak je z grafu
patrné, klesla hmotnost hyaluronanu pfi suseni o 3,679 %.
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Obrazek 17: Pribéh suseni suchého praskového hyaluronanu na susicich vahach pri 90 °C

Do pfedem zvazenych vazenek bylo na analytickych vahach navazeno potfebné mnozstvi
obou biopolymer(. Navazky byly poté po ¢astech prevedeny do zasobnich lahvi, do pfedem
vypocitaného objemu pufru. To probihalo tak, Ze se do zasobnich lahvi napipetovala ¢ast
pufru a nasledné byla pfevedena &ast navazky. Opét byl pfidan urdity objem pufru a ¢ast
navazky. To se stale opakovalo az do pfidani témeéf vesSkeré navazky. Vrstveni se provadélo
i proto, aby nevznikaly shluky biopolymert, které se poté velice obtizné rozpoustély. Po
celou dobu byly roztoky michany na magnetickych michackach a dale jesté michany
24 hodin, aby doSlo k uplnému zhomogenizovani. Az bylo do zasobni lahve pfevedeno
veSkeré mnozstvi biopolymeru, byla vazenka opét zvazena na analytickych vahach.
Z duvodu vypoctu pfesného objemu pufru, ve kterém bylo tfeba biopolymer rozpoustit, tzn.,
aby bylo dosazeno presné koncentrace zasobnich roztok obou biopolymerd.

Jakmile bylo michani ukon€eno, zasobni roztoky byly ihned pouzity k pfipravé vyslednych
roztoku, nebo byly uchovany v ledni¢ce, aby nedoslo k degrada&nim procestm.

Vysledné roztoky pak byly pfipravovany do 50 ml Erlenmeyerovych banék smichanim
ur¢itych (pfedem vypocitanych) objemd BSA, HA a pufru (Tabulka 1). Dale byly jesté
pfipravovany roztoky referenéni (bez pfidavku BSA) pro porovnani (Tabulka 2).

Tabulka 1: Pfiprava smésnych roztoki

koncentrace HA BSA v pufru 2 g-I* HA v pufru 4 g-I" pufro pH 4

[9/1] [ml] [ml] [ml]

0,0 15 - 15,000
0,1 15 0,375 14,625
0,3 15 1,125 13,875
0,7 15 2,625 12,375
1,0 15 3,750 11,250
2,0 15 7,500 7,500
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Tabulka 2: Priprava referencnich roztokt HA

koncentrace HA HA v pufru 2 g-I'1 pufro pH 4
[9/1] [ml] [ml]
0,1 1,0 19,0
0,3 3,0 17,0
0,7 7,0 13,0
1,0 7,5 7,5
2,0 15,0 -

3.3. Méreni viskozity pomoci mikroviskozimetru AMVn

Pro proméfeni viskozity na mikroviskozimetru AMVn od firmy AntonPaar bylo nutné vzorky
nejdfive prefiltrovat pres stfikaCkovy filtr o velikosti pérd 0,45 um. Pfed zapocletim
proméfovani samotnych vzork( bylo nutné pfistroj nakalibrovat na Milli-Q vodu. Poté byly
vzorky vyklepanim zbaveny bublinek vzduchu a byla proméfena jejich hustota a pfesna
teplota. Ty byly poté zadany do nastaveni pro proméfeni viskozity.

Do kapilary byla opatrné vlioZena kulicka, nadavkovan vzorek pfes stfikacku, kapilara se
uzavrela, utésnila a nasledné byla vloZzena do pfistroje. Poté bylo nutné nastavit méfici
podminky (hustota kapaliny, méfici teplota, uhel naklonéni kapilary, pouzity typ kapilary a
kulicky).

Pro roztoky nizkomolekulové HA byla pouzita kapilara s rozsahem méfeni 0,3 — 10 mPa-s
a pro roztoky vysokomolekulové HA, ktera vykazovala viditelné vySSi viskozitu, byla pouzita
kapilara s rozsahem méfeni 2,5 — 70 mPa-s.

Po ukoncéeni méfeni pfistroj vyhodnotil hodnotu dynamické viskozity [mPa-s], ¢as prlichodu
kulicky kapilarou [s] a variaéni koeficient [%]. V8echny tyto naméfené hodnoty byly
sledovany pfi dvou uhlech naklonéni kapilary, a to 50° a 70°. Nasledné byly zpracovany a
vyhodnoceny pomoci programu Microsoft Excel (Microsoft).

Byla sledovana zavislost relativni viskozity smésného roztoku na koncentraci HA. Relativni
viskozita pak byla vypocitana jako pomér:

= 20)

kde 7(HA+BSA) je dynamicka viskozita smésného roztoku o urgité koncentraci a 7(HA) je
dynamicka viskozita referenéniho roztoku HA o totozné koncentraci.
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3.4. Méreni turbidity a solubilizace

Méfeni zakalu smésnych roztokd bylo provadéno na spektrofotometru od firmy HITACHI.
Mé&fFilo se v kiemennych kyvetach (opticka délka kyvety byla 1 cm) pfi vinovych délkach od
250 nm do 700 nm pfi rychlosti skenovani 300 nm/min.

Pro méfeni turbidity bylo odebrano 5 ml vzorku a pfevedeno do odstfedovacich zkumavek.
Vzorky byly poté 25 minut odstfedovany pfi 4 000 ot/min a po odstfedéni byl supernatant
proméfen na pfistroji HITACHI. Jako ,baseline” byl pouZzit roztok pufru.

Pro méfeni solubilizace bylo do malych vialek napipetovano 200 yl 2 mM Sudanu Il v
acetonu. Aceton byl poté odpafen ponechanim vialek pfi zapnutém odtahu, aby vznikl tenky
film barviva. Poté bylo pfidano 5 ml vzorku a vialky byly umistény pfi laboratorni teploté na
24 hodin do tfepacky. Poté byly vzorky opét pfevedeny do odstiedovacich zkumavek a 25
minut odstfedovany pfi 4 000 ot/min. Poté byl supernatant promé&fen na pfistroji HITACHI
a jako ,baseline” byl pouZzit opét roztok pufru.

Pro vyhodnoceni turbidity a solubilizace byl pouzit program Microsoft Excel (Microsoft). Pfi
vyhodnocovani tohoto méfeni bylo sledovano nékolik hodnot absorbance:

- maximalni hodnota v rozmezi vinovych délek 260 — 290 nm, ktera odpovida
absorbanci maxima albuminu. Od naméfené hodnoty byla jeSté poté odectena
hodnota absorbance pfi 400 nm, kdy jiz albumin neabsorbuje, aby byl eliminovan vliv
turbidity.

- hodnota pfi vinové délce 400 nm, kdy uz albumin neabsorbuje

- maximalni hodnota v rozmezi vinovych délek 500 - 550 nm, kdy dosahuje svého
maxima Sudan lll, abychom zjistili, jaké mnozstvi barviva se nasolubilizovalo. Od
naméfené hodnoty byla jesté poté odectena hodnota turbidity pfi stejné vinové délce,
jako byla vinova délka pro maximum Sudanu lll, aby byla vysledna hodnota co
nejpfesnéjsi.

Namérené hodnoty absorbanci byly poté vynaSeny do grafll v zavislosti na koncentraci
jednotlivych roztoku.

3.5. Méreni konduktivity a pH

Na zacCatku celého méfeni musel byt pH metr nakalibrovan dle postupu pfedepsaného od
vyrobce. Pro kalibraci byly pouzity standardni kalibraéni pufry od firmy Mettler Toledo o pH
2,00; 4,01 a 7,00. Dale byla provedena také kalibrace vodivostni elektrody, aby bylo méfeni
co nejpfesnéjSi. Pro kalibraci byl pouzit kalibraéni roztok standardu o znamé vodivosti
(1413 pS-cm™) od firmy Metrohm AG.

Pro proméfeni konduktivity a pH byl pfipraven zasobni roztok BSA v pufru o koncentraci
60 g-I'*, ktery byl poté titrovan do:
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- 50 ml pufru o pfiblizném pH =4
- 50 ml roztoku nizkomolekulové HA v pufru (1 g-I™)
- 50 ml roztoku vysokomolekulové HA v pufru (1 g-I™")

Do kadinky, ve které bylo 50 ml jednoho z vySe zminénych roztokd, byly ponofeny elektrody
na méfeni vodivosti a pH tak, aby se nedotykaly a byly zcela ponofeny.

Bylo pfidavano celkem 10 ml roztoku BSA v pufru - 50 ul roztoku po 60 s, tomu odpovida
200 pridavku a celkova doba titrace byla pfiblizné 200 minut. Roztok byl v pribéhu celého
mérfeni neustale michan na magnetické michacce.

Pro vyhodnoceni titraci byl pouzit program SevenMulti (Mettler Toledo Analytical) a Microsoft
Excel (Microsoft).

3.6. Meéreni reologickych vlastnosti pomoci reometru AR — G2

Reologické méfeni bylo pouzito z divodu presnéjSiho zjisténi viskozit jednotlivych vzorka.
Pro vyhodnoceni naméfenych dat byly pouzity programy TA Data Analysis (TA Instruments)
a Microsoft Excel (Microsoft). Jednotlivé vzorky byly méfeny na dvou geometrickych
systémech:

- kuZel —deska (prumér 60 mm, uhel zkoseni 1°), u roztokd s vysSi viskozitou
(vétSinou nenewtonské chovani) - Obrazek 14

e

hodnotami viskozity (newtonské chovani) - Obrazek 15

Vysledné smésné roztoky HA a BSA, které byly namichany podle tabulky (Tabulka 1), byly
ponechany minimalné 1 hodinu pfi laboratorni teploté, aby doSlo k jejich temperaci na
laboratorni teplotu. Mezitim byl pfistroj nakalibrovan a pfipraven pro prvni méfeni —
nastaveni nulové polohy, nastaveni méfici polohy, atd. dle navodu od vyrobce. Poté byl do
pfistroje nadavkovan pomoci automatické pipety pfislusny objem vzorku a bylo spusténo
méfeni.

Tentyz postup byl pouzit i pro referencni roztoky HA (Tabulka 2).

29



Tabulka 3: Pouziti méficich geometrii u jednotlivych roztokd (SSD = systém souosych dvouvalci)

Pouzita geometrie
koncentrace Nizkomolekulova HA Vysokomolekulova HA
HA (90 — 130 kDa) (1500 — 1750 kDa)
[a/1] referenéni smeésné referencni smeésné
roztoky roztoky roztoky roztoky
0,0 - -
03 SSD
0.7 SsSD SSD SSD
1,0 kuzel - deska
2,0

Na roztocich byly provadény tokové testy. Ty se pfi méfeni na systému souosych dvojvalct
skladaly z kroku:

Conditioning Step, kdy byl vzorek ponechan 5 minut v klidu, aby doSlo k jeho
vytemperovani na 25 °C.

Continuous Ramp Step, kdy byl zrychlené (za 5 minut) promé&fen vzorek, aby byl
zjistén pfiblizny pribéh néasledujiciho méfeni. Byla nastavena smykova rychlost
0d 0,1s"do 1000s™

Conditioning Step 1, kdy byl vzorek ponechan 5 minut v klidu, aby doslo k jeho
vytemperovani na 25 °C.

Steady State Flow Step 1, kdy byl samotny vzorek proméfovan. Byla nastavena
smykova rychlost od 0,1 s* do 1 000 s™.

Conditioning Step 2, kdy byl vzorek ponechan 10 minut v klidu. Tento krok je vkladan
mezi dvé méfeni, aby doslo ke zrelaxovani vzorku.

Steady State Flow Step 2, kdy bylo nastaveno smykové napéti od 0,01 Pa do 5 Pa.

Takto byl nastaven test pfi pouziti méficiho systému souosych dvojvalcl, nebot pfi tomto

meéficiho systému kuzel — deska byly kroky pozménény, nebot mohla byt geometrie Castéji
Cisténa a tim padem mohla byt zachovana ,Cerstvost” vzorku, ktery byl po kazdém méfeni
vymeénén za novy. Jednotlivé kroky pro méfeni tedy byly:

Conditioning Step, kdy byl vzorek ponechan 5 minut v klidu, aby doSlo k jeho
vytemperovani na 25 °C.

Continuous Ramp Step, kdy byl vzorek proméfen konstantnim pfirlistkem smykové
rychlosti po dobu 5 minut. Slo tedy o krat$i test pro rychlé otestovani tokového
chovani vzorku. Byla nastavena smykova rychlost od 0,1 s™ do 1 000 s™.

Vycisténi geometrie a vyména vzorku.
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— Conditioning Step, kdy byl vzorek opét ponechan 5 minut v klidu, aby doSlo k jeho
vytemperovani na 25 °C.

— Steady State Flow Step, kdy byl samotny vzorek proméfrovan. Byla nastavena
smykova rychlost od 0,1 s* do 1 000 s™.

Vycisténi geometrie, vyména vzorku a opétovny Conditioning Step a Steady State Flow
Step.

Naméfena data byla u nizkomolekulové HA v intervalu 100 — 1 000 s™ proloZzena vhodnym
reologickym modelem, ktery nejpfesnéji popisoval chovani dané kapaliny (standardni
chyba < 20). V tomto pfipadé slo o Newtoniv model.

U vysokomolekulové HA musela byt data nejdfive v intervalu 10 — 1 000 s™ proloZena
nejvhodnéjSim reologickym modelem (Cross). Poté byla pomoci programu TA Data Analysis
zjisténa hodnota limitni viskozity pfi nekoneCné malé smykové rychlosti (o) a hodnota
viskozity pfi smykové rychlosti 200 s™ (n.00). Tento postup byl zvolen u smésnych a také u
referencnich  roztokdi  kvali  ménicimu se chovani (tokovym  vlastnostem)
vysokomolekulové HA.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato ¢ast mé prace se zabyva vynesenim jednotlivych vysledk méfeni do pFehlednych
tabulek, grafd, doplnénim o komentare a diskusi k jednotlivym vysledkim.

4.1. Meéfeni viskozity pomoci mikroviskozimetru AMVn

Dynamicka viskozita byla na automatickém mikroviskozimetru AMVn méfena pfi dvou uhlech
a to pfi 50° a 70°. Vedkeré naméfené hodnoty byly zaznamenany do tabulky (Tabulka 6),
ovSem do grafu byly vyneseny pouze hodnoty pro 50° naklonéni, nebot hodnoty pfi 70° mély
prakticky totozny trend (Obrazek 29).

Byla sledovana zavislost relativni viskozity smésného roztoku (20) na koncentraci kyseliny
hyaluronové.

Z grafu (Obrézek 18) je viditelné, Ze smésné roztoky nizkomolekulové HA maiji vyssi relativni
viskozitu nez smésné roztoky vysokomolekulové HA. Pokud bychom vSak porovnavali
naméfené hodnoty dynamické viskozity, jednoznacné& bychom mohli fici, ze roztoky
vysokomolekulové HA jsou vice viskdzni nez roztoky nizkomolekulové HA. Tento fakt je
viditelny z tabulky (Tabulka 6) a byl patrny jiz pfi pozorovani smésnych roztoki pouhym
okem.
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=
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=
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5 O
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0,2 - O
0,0 T T T
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koncentrace HA [g/1]

¢ Nizkomolekulova HA B Vysokomolekulova HA
Obrazek 18: Zavislost relativni viskozity smésného roztoku na koncentraci HA (méreno viskozimetrem AMVn)
Z tohoto méfeni miuzeme predpokladat, Zze bude dochazet k interakcim mezi HA a BSA

v rozsahu koncentraci od 0,1 az do 2,0 g-I'l , hebot mizeme sledovat pokles relativni
viskozity roztoku.
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4.2. Méfreni turbidity a solubilizace

VSechny pfipravené smésné roztoky byly proméfeny na pfistroji HITACHI a byly ziskany
hodnoty absorbanci pfi vinovych délkach v intervalu 250 — 700 nm. Z naméfenych hodnot
byly sestrojeny zavislosti absorbance na vinové délce - absorpéni spektra (Obrazek 30,
Obrazek 31). Do grafu zavislosti absorbance roztoku na vinové délce (Obrazek 19) byla pro
prehlednost vynesena spektra pouze tfi smésnych roztokll nizkomolekulové HA
(0, 0,7 a 2,0 g-I'"). Z absorpénich spekter pro smésné roztoky nizkomolekulové HA je patrné,
Ze absorbance pfidavkem kyseliny hyaluronové klesa. NejvysSich hodnot absorbance tim
padem dosahuje roztok albuminu. Pokud se oviem zaméfime na absorpéni spektra pro
smésné roztoky vysokomolekulové HA (Obrazek 31), mizeme pozorovat odliSné chovani.
Na prvni pohled vidime, Ze piky v rozsahu vinovych délek 260 — 290 nm (v tomto rozmezi
vinovych délek albumin absorbuje), dosahuji mnohem vy383ich hodnot absorbance, av3ak

viv s

v

- dochazi k vytvofeni komplexu HA-BSA, ktery ma odliSné absorpéni vlastnosti.
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Obrazek 19: Zavislost absorbance roztoku na vinové délce (smésny roztok nizkomolekulové HA)

Z grafu zavislosti absorbance roztoku pfi 400 nm na koncentraci HA (Obrazek 20) je
viditelné, Ze hodnoty absorbanci pro smésné roztoky vysokomolekulové HA rostou se
zvySujici se koncentraci HA. Je patré, Ze smésné roztoky vysokomolekulové HA vykazuji
(az na koncentraci 0,1g-") vy$8i hodnoty absorbanci nez smésné roztoky
nizkomolekulové HA. To bylo nejspi§ zpusobeno zakalem, tudiz ¢asticemi nerozpusténymi
v roztoku. Pokud tyto €astice navic pfi odstfedovani nedokonale sedimentovaly a nebyly tim
padem z roztoku odstranény, mohou byt pfi€inou vysoké turbidity.
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Obrazek 20: Zavislost absorbance roztoku pii 400 nm na koncentraci HA

Dale byla sledovana zména absorbance albuminu u smésnych roztok(l nizkomolekulové a
vysokomolekulové HA v porovnani s roztokem bez kyseliny hyaluronové.

Z grafu zavislosti relativni absorbance roztoku na koncentraci HA (Obrazek 21) je patrné, ze
u smésného roztoku nizkomolekulové HA pii koncentraci 0,1 g-I* hodnota relativni
absorbance nejdfive roste a poté klesa pfi koncentraci 0,3 g-I™* az k hodnoté& 0,50. P¥i dal$im
zvySovani koncentrace smésného roztoku HA se jiz hodnota relativni absorbance néjak
vyrazné nemeéni.

Naopak u smésného roztoku vysokomolekulové HA hodnota relativni absorbance nejprve
klesa pfi nizSich koncentracich HA, coz bylo pravdépodobné zplsobeno vytvofenim méné
rozpustného komplexu HA a BSA, ktery byl pfi centrifugaci usazen a tim padem i odstranén
z roztoku. Poté aZ na mirnou odchylku pfi koncentraci smésného roztoku 0,7 g-I"* hodnota
relativni absorbance dale roste a pravdépodobné by rostla i pfi dalSim zvySovani
koncentrace proméfovaného roztoku.

Jako relativni absorbance je pak brana hodnota maximalni absorbance smésného roztoku
v rozsahu vinovych délek 260 - 290 nm, od které je odeltena hodnota absorbance
smeésného roztoku pfi 400 nm (odecet turbidity), v poméru s tymiz hodnotami, ale pro roztok
bez pfidavku kyseliny hyaluronové:

Avec (BSA+HA) — A, (BSA+HA)

A AL (BSA) A (sA) L) @
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Obrazek 21: Zavislost relativni absorbance roztoku v rozsahu vinovych délek 260 - 290 nm na koncentraci HA

Z vypocitanych hodnot relativni absorbance miuzeme predpokladat, Zze k interakcim mezi HA
a BSA dochazi u smésnych roztokd HA v celém proméfovaném rozsahu koncentraci, nebot
u nich vidime pokles, nebo naopak narGst hodnoty relativhi absorbance oproti roztoku
albuminu bez pfidavku kyseliny hyaluronové. Tato zména je zplsobena tim, ZzZe
pravdépodobné dochazi k interakcim BSA s karboxylovymi skupinami HA. Mizeme
prfedpokladat, Ze se interakce budou vyskytovat az po prekroCeni jisté kritické koncentrace,
pfi které se HA a BSA nejvhodnéji uspofadaji v roztoku.

Z grafu pro méfeni solubilizace (Obrazek 22) Ize usoudit, ze se ve smésnych roztocich o
vySSi koncentraci kyseliny hyaluronové vytvafi komplexy HA a BSA. Tyto komplexy maiji ve
své struktufe hydrofobni mista, kam se muze barvivo Sudan lll nasolubilizovat, protoze se se
zvysujici koncentraci HA v roztoku zvysuje i solubilizace Sudanu |l

Smésné roztoky vysokomolekulové HA vykazuji obecné vySSi hodnoty absorbance nez
smeésné roztoky nizkomolekulové HA, proto byla u vSech roztoku vzdy od naméfené hodnoty
maximalni absorbance Sudanu Il v rozmezi vinovych délek 500 - 550 nm poté jesté
odectena hodnota turbidity pfi stejné vinové délce, jako byla vinova délka pro maximum
Sudanu lll, aby se eliminoval vliv turbidity pfi solubilizace barviva. Tato hodnota rozdilu
absorbanci jednotlivych roztok( byla v grafu oznacena jako A*.

Smésné roztoky nizkomolekulové HA vykazovaly viditelné nizSi hodnoty pro hodnotu A*.
Z grafu je patrné, Ze se do komplexu HA a BSA prakticky Zadné barvivo nenasolubilizovalo,
nebo bylo z roztoku odstranéno pfi centrifugaci. To mohlo byt pfiinou zapornych nebo
prakticky nulovych hodnot A*. Takze jsme dospéli k zavéru, Ze nizkomolekulova HA by
nejspis nebyla vhodnym nosi€em pro cilenou distribuci IéCiva.
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Obrazek 22: Zavislost hodnoty rozdilu absorbanci A* roztoku na koncentraci HA

2,5

Naméfena data byla pro pfehlednost zaznamenana do tabulky (Tabulka 4). Byla méfena
maximalni hodnota absorbance v rozsahu vinovych délek 260 — 290 nm (Amnax BSA), hodnota
absorbance, pfi které jiz albumin neabsorbuje (As) @ maximalni hodnota v rozmezi vinovych
délek 500 - 550 nm, kdy dosahuje svého maxima Sudan lll, abychom Zzjistili, jaké mnozstvi
barviva se nasolubilizovalo (Anax Sudan 1ll). Méfeni byla provedena pro obé molekulové
hmotnosti kyseliny hyaluronové.

Tabulka 4: Namérené hodnoty absorbanci pro obé molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové

smésné roztoky HA (90 — 130 kDa) a BSA

koncentrace HA

A pro Amax Sudan i

[9- Amax BSA Ao Amax Sudan Il [nmj
0,0 0,616 0,046 0,044 506,0
0,1 0,961 0,085 0,063 502,9
0,3 0,333 0,031 0,024 503,9
0,7 0,424 0,040 0,036 504,0
1,0 0,344 0,023 0,024 504,9
2,0 0,333 0,019 0,021 507,1

smésné roztoky HA (1 500 — 1750 kDa) a BSA

koncentrace HA

Amax BSA

A4OO

Anmax Sudan 1l

A pro Amax Sudan il

[9-1"] [nm]
0,0 2,094 0,721 0,463 500,0
0,1 0,479 0,018 0,029 511,9
0,3 0,857 0,124 0,083 501,3
0,7 2,346 0,690 0,399 500,1
1,0 1,958 0,505 0,298 500,0
2,0 2,907 1,051 0,615 500,0
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4.3. Méreni konduktivity a pH

V&echny tfi pfipravené roztoky byly titrovany roztokem BSA v pufru o koncentraci 60 g-I™.
Byla sledovana zména pH a vodivosti systému na koncentraci BSA v systému.

Zavislost konduktivity na koncentraci BSA v systému (Obrazek 23) byla pro prehlednost
vynesena pouze pro systém obsahujici pufr. Z grafu je patmé, Ze vodivost systému po celou
dobu méfeni mirné roste.

Pokud se ovSem zaméfime na graf zavislosti konduktivity na koncentraci BSA v systému
(Obrazek 33) pro systém obsahujici nizkomolekulovou a vysokomolekulovou HA, nevidime
tak jednoznacny narUst vodivosti. U systému, ktery obsahuje nizkomolekulovou HA, mizeme
pozorovat spiSe oscilaci okolo puvodni hodnoty. U systému, ktery obsahuje
vysokomolekulovou HA, potom pozorujeme mirny narUst vodivosti oproti systému s
nizkomolekulovou HA. Mlzeme tedy usuzovat, Zze pfidavek BSA do roztoku HA méni
vodivostni vlastnosti.

6,3

6,2 -

6,2 -

6,1 -

konduktivita [mS/cm]

6,1 -

6,0 T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

koncentrace BSA v systému [g/l]

Obrazek 23: Zavislost konduktivity systému obsahujiciho pufru na koncentraci BSA v systému

Z grafu zavislosti pH systému na koncentraci BSA v systému (Obrazek 24) je patmé, ze
pokud pfipravené roztoky titrujeme roztokem BSA v pufru o koncentraci 60 g-I'*, pH
vysledného systému vzdy roste. NejvysSich hodnot pH pak dosahuje systém obsahuijici
nizkomolekulovou HA. Mizeme tedy obecné fici, ze v pfitomnosti HA se pH systému zvySuje
a tim padem musi v systému dochazet k jistym interakcim.
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Obrazek 24: Zavislost pH systému na koncentraci BSA v systému

4.4. Meéfeni reologickych vlastnosti pomoci reometru AR-G2

Roztoky pfipravené podle tabulek (Tabulka 1 a Tabulka 2) byly proméfeny na reometru AR-
G2 a byly ziskany grafy zavislosti dynamické viskozity n na smykové rychlosti y. Bylo
zvoleno ohraniéeni v rozmezi 100 — 1000 s a vtomto rozsahu bylo méfeni proloZeno
vhodnym reologickym modelem. Pomoci softwaru TA Data Analysis (TA Instruments) byly
pro nizkomolekulovou HA vyhodnoceny hodnoty dynamické viskozity n a pro
vysokomolekulovou HA hodnoty viskozity pfi smykové rychlosti 200 s™ 1, @ zaznamenany
do tabulky (Tabulka 5).

Referencni i smésné roztoky nizkomolekulové HA vykazuji newtonské vlastnosti (plati pro
né Newtonlv zakon (18)) a proto byla jejich viskozita vyjadfena Newtonovym reologickym
modelem.

Z grafu (Obrazek 25) je pak patrné, Ze se jejich dynamicka viskozita pfi hodnotach nad
100 s prakticky neméni se zvysujici se smykovou rychlosti.
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Obrazek 25: Vyhodnoceni namérenych dat pomoci TA Data Analysis. Viskozitni kfivka pro referenéni roztok
nizkomolekulové HA o koncentraci 2,0 g-I"*

Na grafu (Obrazek 26) vidime vyhodnoceni méfeni pomoci softwaru TA Data Analysis
(TA Instruments) pro smésny roztok vysokomolekulové HA o koncentraci 2,0 g-I'*. Nejdfive
je zvoleno ohraniéeni v rozmezi 100 — 1000 s™. Nebot se nejedna o newtonskou kapalinu,
byla kfivka prolozena Crossovym reologickym modelem:

(770 —1 )
1+ (7}jm (22)
Ve

kde hodnoty ng je limitni viskozita, n. je asymptoticka viskozita, y je smykova rychlost a y. je
kriticka smykova rychlost [32].

n=n,+

Velice dllezita byla hodnota limitni viskozity, ktera je v grafu ze software TA Data Analysis
popisovana jako ,zero-rate viscosity” a odpovida teoretické viskozité roztoku pfi nekoneéné
malé smykové rychlosti, ovSem kvuli ménicim se reologickym vlastnostem byla pro nas
stéZejni hodnota viskozity pfi smykové rychlosti 200 s™ . Tuto hodnotu nam opét
vypocital software a v grafu (Obrazek 26) je vidét na poslednim fadku v celkovém
vyhodnoceni.
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Obrazek 26: Vyhodnoceni namérenych dat pomoci TA Data Analysis. Viskozitni kfivka pro smésny roztok
vysokomolekulové HA o koncentraci 2,0 g-I !

Na grafu zavislosti dynamické viskozity n na smykové rychlosti (Obrazek 27) vidime
porovnani naméfenych hodnot pro vybrané smésné roztoky koncentraéni Fady
nizkomolekulové HA (0, 0,7 a 2,0 g-I"). Je patrné, Ze v8echny tfi roztoky vykazuji podobny
trend a Zze hodnota viskozity s rostouci smykovou rychlosti klesa.
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Obrazek 27: Zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti pro vybrané smésné roztoky nizkomolekulové
HA (méreno reometrem AR-G2)
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Pro pfehlednost byly vSechny hodnoty dynamické viskozity n pro smésné i referencni roztoky
nizkomolekulové HA a hodnoty viskozity pfi smykové rychlosti 200 s™ nyp pro smésné i
referenéni roztoky vysokomolekulové HA zaznamenany do tabulky v zavislosti na
koncentraci roztoku HA (Tabulka 5).

Tabulka 5: Namérené hodnoty viskozit pro referenéni a smésné roztoky v zavislosti na koncentraci HA (méreno
reometrem AR-G2)

HA (90 — 130 kDa) referen€ni roztoky smésné roztoky
koncentrace HA n n
[g-1] [mPa-s] [mPa-s]
0,0 - 0,9788
0,1 0,9658 0,9876
0,3 1,0495 0,9632
0,7 1,1650 1,0600
1,0 1,2930 1,0910
2,0 1,6570 1,2815
HA (1 500 — 1 750 kDa) referenéni roztoky smésné roztoky
koncentrace HA N200 N200
[g-17] [mPa-s] [mPa-s]
0,0 - 0,9615
0,1 1,2590 0,9583
0,3 1,9060 1,0660
0,7 3,7175 1,4590
1,0 4,9865 4,5010
2,0 14,4800 5,5390

Z namérfenych dat je patrné, ze pokud porovname hodnoty viskozity n a 1,0 naméfené na
reometru AR-G2 (Tabulka 5) shodnotami dynamické viskozity n naméfenymi na
automatickém mikroviskozimetru AMVn (Tabulka 6), dosahuji hodnoty z reometru vétSinou
vySSich hodnot.

Softwarem vypocitané hodnoty viskozity n a n. pro smésné roztoky byly poté porovnany
s hodnotami referenénich roztokd a tento pomér byl pak vynesen do grafu (Obrazek 28) jako
relativni viskozita nye.

Pro smésné roztoky nizkomolekulové HA byl jako relativni viskozita pouzit pomér:

-1 @)

kde n (HA + BSA) je dynamicka viskozita smésného roztoku HA a BSA o urcité koncentraci a
n (HA) je dynamicka viskozita referenéniho roztoku HA o totozné koncentraci.
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Pro smésné roztoky vysokomolekulové HA byl pouZzit obdobny pomér pro vypocet relativni
viskozity, avSak do Citatele byla zadana hodnota 1, pro smésny roztok HA a BSA o urcité
koncentraci a do jmenovatele pak hodnota n.,o pro referenéni roztok HA o totozné
koncentraci.

o (HATBSA)
nrel 77200 (HA) [ ] (24)

Z grafu zavislosti relativni viskozity n. na koncentraci HA (Obrazek 28) je patmé, Ze pro
smésné roztoky nizkomolekulové HA tato hodnota neustale klesa. Co se tyka smésnych
roztoku vysokomolekulové HA, tak hodnota n, také klesa, ale poté mizeme sledovat narlst
a opét pokles u roztoku o koncentraci HA 1,0 g-I'*. Tento nardst byl pravdépodobné
zpusoben urcitou chybou pfi pfipravé roztoku, nebo pfi samotném meérfeni, nebot je patrné,
Ze hodnota relativni viskozity n. se zvySujici koncentraci roztoku HA klesa. U roztoku o
koncentraci 2,0 g-I'1 jiz mizeme predpokladat maximalni navazani BSA na HA, nebot’ ne
roztoku jiz dale neklesa.
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Obrazek 28: Zavislost relativni viskozity roztoku na koncentraci HA (méfeno reometrem AR-G2)
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5 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo prozkoumat a charakterizovat interakce mezi kyselinou
hyaluronovou (nizkomolekulovou i vysokomolekulovou) a albuminem v prostfedi citrato-
fosfatového pufru o pH pfiblizné 4. K prostudovani téchto interakci bylo vyuZito metod
viskozimetrie, solubilizace barviva, elektroanalytickych, a reologickych. Na zakladé
proméreni vSech pfipravenych roztok( pomoci nami vybranych metod mizeme usuzovat, ze
mezi HA a BSA dochazi k interakcim.

Viskozimetrickym méfenim bylo dokézano, Ze dochazi k interakcim mezi Kkyselinou
hyaluronovou a albuminem, nebot byl pozorovan pokles viskozity. Byly ziskany hodnoty
dynamickych viskozit pro referenéni i smésné roztoky vysoko- a nizkomolekulové HA.
Roztoky byly vzdy méfeny pfi dvou uhlech a z naméfenych dat je patrné, ze naméfené
hodnoty dynamické viskozity z automatického mikroviskozimetru AMVn (Tabulka 6) dosahuji
vétSinou niz8ich hodnot nez hodnoty viskozity n a 1,00 z reometru AR-G2 (Tabulka 5).
Z tohoto méfeni mizeme predpokladat, Ze bude dochazet k interakcim HA a BSA v rozsahu
koncentraci od 0,1 az do 2,0 g-I'1 , hebot mizeme sledovat pokles relativni viskozity roztoku.

Spektrofotometrickym méfenim byly ziskany zavislosti absorbanci na vinové délce pro
jednotlivé roztoky a z nich sestrojena absorpéni spektra. Naméfené hodnoty pro smésné
roztoky byly poté porovnany s naméfenymi hodnotami roztoku bez kyseliny hyaluronové.
Z absorpCnich spekter smésnych roztoku vysoko- a nizkomolekulové HA (Obrazek 30,
Obrazek 31) je patrné, ze smésné roztoky vysokomolekulové HA vykazuji vysSi hodnoty
absorbance nez smésné roztoky nizkomolekulové HA. To bylo nejspi$ zplsobeno zakalem,
tudiz vétSimi Casticemi rozptylenymi v roztoku. Pokud tyto &astice navic pfi odstfedovani
nedokonale sedimentovaly a nebyly tim padem z roztoku odstranény, mohou byt pfiinou
vysokeé turbidity.

Proméfenim Anax BSA u smésnych roztokl bylo zjisténo, Ze u smésnych roztoku
vysokomolekulové HA dochazi pfi niz§ich koncentracich roztokl k poklesu hodnoty An.x BSA
a az poté k narlstu. Naopak u smésnych roztokd nizkomolekulové HA dochazi u nizkych
koncentraci roztok( nejdfive k narGstu a az poté k poklesu hodnoty An.« BSA. Jinak se
hodnota Anax BSA u smésnych roztoku nizkomolekulové HA prakticky neméni. To muze byt
zpusobeno Uplnym navazanim molekul albuminu na Fetézec kyseliny hyaluronové, kdy jiz
fetézec neni schopen BSA dale vazat a absorbance se tim padem jiz dale neméni.
U absorbance namérené pfi vinové délce 400 nm A poté pozorujeme prakticky totozny
trend jako u hodnoty Anax BSA, avSak hodnoty Asq dosahuji obecné vyssich hodnot.

Spektrofotometrickym méfenim byla dale sledovana solubilizace analyticky dobfe
detekovatelného Sudanu Ill do struktury komplexu kyseliny hyaluronové a albuminu. Tyto
komplexy maji ve své struktufe hydrofobni mista, kam se mize barvivo Sudan Il
nasolubilizovat, protoze se se zvySujici koncentraci zvySuje i solubilizace Sudanu lIl.
Smésné roztoky vysokomolekulové HA vykazuji viditelné vyS$Si hodnoty absorbance. To
znamena, ze se nasorbuje i vice Sudanu lll. Z toho mizeme usuzovat, ze vysokomolekularni
HA by byl vhodnéjSim nosi¢em pro cilenou distribuci I1&Civ nez nizkomolekulova HA, nebot’ se
podle méfeni do komplexu nizkomolekulové HA a BSA prakticky zadny Sudan Il
nenasolubilizoval.

Elektroanalytické vlastnosti jednotlivych roztokd byly sledovany pomoci méfeni vodivosti a
pH. Konduktometrické méfeni bylo pfi tomto vyzkumu zvoleno pfedevsSim z divodu ovéreni
spravnosti pfipravy jednotlivych roztokd. Z grafu je patrné, Ze pro systém obsahujici pufr
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(Obrazek 23) konduktivita vysledného systému mirné roste, pro systém obsahujici
nizkomolekulovou HA pozorujeme spiSe oscilaci okolo plvodni hodnoty konduktivity a pro
systém obsahujici vysokomolekulovou HA potom pozorujeme pouze mirny narlst vodivosti.
Muzeme tedy usuzovat, Ze pfidavek BSA do roztoku HA mirné méni vodivostni vlastnosti.
Proméfrenim pH vysledného systému pak mizeme jednoznacéné fici, ze pridavek kyseliny
hyaluronové do roztoku zvysuje jeho pH.

DalSi dullezitou metodou pro prozkoumani interakci mezi kyselinou hyaluronovou a
albuminem bylo reologické méfeni. Abychom mohli Iépe objasnit problematiku interakci, byly
vzdy hodnoty naméfené pro smésné roztoky porovnany s hodnotami roztokd referenénich.
Reologickym méfenim bylo zjiSténo, Ze pro koncentracni fadu nizkomolekulové HA hodnota
relativni viskozity n.e neustale klesa. Co se tyka vysokomolekulové HA, relativni viskozita nye
také klesa, ale poté muzeme sledovat narlist a opét pokles relativni viskozity u roztoku HA o
koncentraci 1,0 g-I*. U roztoku o koncentraci 2,0 g-I* jiz mGzeme predpokladat maximalni
navazani BSA na HA, nebot n, roztoku jiz dale neklesa. Z tohoto méfeni tedy mizeme
konstatovat, Ze dochazi k interakcim mezi HA a BSA v celém koncentraCnim rozsahu, nebot
relativni viskozita roztoku s pfidavkem HA neustale klesa.

Problematika interakci kyseliny hyaluronové a albuminu se bude pravdépodobné v budoucnu
ubirat smérem prozkoumani interakci u roztok( pfipravenych v MQ vodé a prozkoumani
odolnosti roztoku vuci iontové sile.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATECH A SYMBOLU

HA kyselina hyaluronova, hyaluronan
BSA albumin z hovéziho séra

Da dalton, atomové hmotnostni jednotka, 1 Da = 1,66:10*' kg
ECM extracelularni matrix

CD-44 receptor specificky reagujici na kyselinu hyaluronovou
RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina
HAase enzym hyaluronidaza

SDS systém souosych dvouvalcl

Q1, Q- velikosti na sebe pusobicich naboju

r vzdalenost dvou naboju od sebe

& permitivita vakua

& relativni permitivita okolniho prostredi
n dynamicka viskozita

% kinematicka viskozita

T te€né napéti

7 smykova rychlost

Ve kriticka smykova rychlost

o hustota

t Cas

K konstanta kuliky [mPa-cm®-g™]

F sila

Fq gravitaéni sila

Fyz vztlakova sila

Fr odpor prostredi proti pohybu &astice

r polomér

R univerzalni plynova konstanta, R = 8,314 41 J-K™*-mol™
T termodynamicka teplota [K]

R primér kapilary

L délka kapilary

Ap rozdil tlak(

\% objem

T turbidance, absorbance

£ absorpéni koeficient

Ty turbiditni koeficient

C koncentrace

L tloustka kyvety

G vodivost

R odpor

U napéti

I elektricky proud

K konduktivita

S prufez

I délka

E elektrodovy potencial

F Faradayova konstanta, F = 9,648 -10* C-mol*
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a aktivita iontu

K standardni potencial

A povrch

% rychlost

K koeficientem konzistence

n index toku

Nrel relativni viskozita

No limitni viskozita pfi nekone¢né& malé smykové rychlosti
Ne asymptoticka viskozita

Na200 viskozita pfi smykové rychlosti 200 s™

A absorbance

Asel relativni absorbance

Amx maximalni absorbance

Ao hodnota absorbance pfi vinové délce 400 nm
A vinova délka

50




1,0 -
. [ |
0g | W
)
N 06 - [ |
<
3
S 04 - |
% ' .
©
0,2 - [ |
0,0 T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

koncentrace [g/l]

4 nHAS50° EnHA70° 4 vHAS0®

Obrazek 29: Zavislost relativni viskozity roztoku na koncentraci HA (méfeno viskozimetrem AMVn)

Tabulka 6: Namérené hodnoty dynamické viskozity pro referencni roztoky a smésné roztoky v zavislosti na
koncentraci HA (méreno viskozimetrem AMVn)

HA (90 — 130 kDa)

referencni roztoky

smésné roztoky

koncentrace HA

n n
[g-17] [mPa-s] [mPa-s]
50° 70° 50° 70°
0,0 - - 0,9365 0,9366
0,1 0,9594 0,9585 0,9290 0,9295
0,3 1,0150 1,0143 0,9329 0,9451
0,7 1,1425 1,1400 0,9858 0,9855
1,0 1,3526 1,3498 1,0250 1,0211
2,0 1,5964 1,5916 1,1698 1,1671

HA (1 500 — 1 750 kDa)

referencni roztoky

smésné roztoky

koncentrace HA

n n
[g-1] [mPa-s] [mPa-s]
50° 70° 50° 70°
0,0 - - 0,9455 0,9455
0,1 1,1605 1,1480 0,9587 0,9539
0,3 1,6485 1,6149 0,9776 0,9797
0,7 3,1262 3,0110 1,3002 1,2547
1,0 4,6965 4,4579 1,7051 1,6736
2,0 15,5824 14,6787 3,1679 3,0650
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Obrazek 30: Zavislost absorbance roztoku na vinové délce (smésny roztok nizkomolekulové HA)
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Obrazek 31: Zavislost absorbance roztoku na vinové délce (smésny roztok vysokomolekulové HA)
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Obrazek 32: Zavislost maximalni absorbance albuminu (v rozmezi vinovych délek 260 - 290 nm) pro jednotlivé

konduktivita [mS/cm]
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Obrazek 33: Zavislost konduktivity systému na koncentraci BSA v systému
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