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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace pojednavd o interakcich vysokomolekulové a nizkomolekulové
kyseliny hyaluronové (HA) shovézim sérovym albuminem (BSA) ve fyziologickém
prostiedi. Navazuje na piedeslé prace o interakcich HA s amfifilnimi latkami, které jsou
Vv soucasnosti hojn¢ studovany pro své mozné vyuziti v medicing jako nosice 1é¢iv. K méfeni
byly pouzity roztoky s konstantni koncentraci HA a koncentraci BSA v rozmezi 0,25 — 20 g/I,
které byly pfipraveny pii laboratorni teploté¢ apii 37°C. Tyto roztoky byly proméfeny
S pouzitim reometrie a turbidimetrie.

Bylo zjisténo, ze maximum absorbance stoupd se zvysujici se koncentraci BSA
anevykazuje rozdily v zavislosti na teploté piipravy. Naproti tomu U turbidity dochézi
K vyraznym rozdilim mezi vzorky pfipravenymi pii laboratorni teploté a pti 37°C. Celkove
dochazi ke zvySeni turbidity s koncentraci BSA. ZvySeni teploty zpusobilo u vSech vzorka
narust viskozity, ktera se dale ménila s koncentraci BSA. Nejvyssi turbiditu, maximum
absorbance i nejvyssi viskozitu vykazovaly smésné roztoky vysokomolekulové HA a BSA
anejniz§i roztoky samotného BSA. Vysledky naznacuji vznik komplexti kyseliny
hyaluronové, kterych vlastnosti jsou zavislé na koncentraci BSA, molekulové hmotnosti HA

a na teploté ptipravy.

ABSTRACT

This thesis discusses the interactions of low molecular weight and high molecular weight
hyaluronic acid (HA) with bovine serum albumin (BSA) in physiological environment. It is
based on previous work dealing with HA and amphiphilic substances which are currently
widely studied for its potential applications in medicine. Solutions of HA with fixed
concentration and albumin of concentration in the range of 0,25 - 20 g/l were prepared
at room temperature and at 37°C and examined by rheometry and turbidimetry.

It was observed that the maximum absorbance increases with increasing concentration of
BSA and does not show variations depending on the temperature of preparation. On the other
hand, the turbidity occurs in significant differences between the samples prepared at ambient
temperature and at 37°C. Overall, the turbidity increases with the concentration of BSA.
Rasing the temperature caused the increase in viscosity of the samples, which was further
varied with the concentration of BSA. Mixed solutions of high molecular weight HA and
BSA showed the highest turbidity, maximum absorbance and viscosity, while the solutions of
BSA showed the lowest values. The results indicate formation of complexes, of which
properties are dependent on BSA concentration, the molecular weight of HA, and the
temperature of preparation.

KLICOVA SLOVA

Kyselina Hyaluronova, albumin, reometrie, turbidimetrie.
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1 UvoD

Kyselina hyaluronova je polysacharid, ktery se pfirozené vyskytuje v téle a proto jako latka
télu vlastni, pfi aplikacich nezplsobuje imunitni odpovéd organizmu a alergické reakce.
Nezplisobuje zatézovani organizmu, jelikoz t€lo je schopné hyaluronan snadno odbouravat.
Tyto vlastnosti ji piedurcuji jako latku vhodnou na vyuziti v mediciné a v kosmetice. Kvuli
svoji viskoelasticité¢ a zadrzovani vody se vyuziva pro hydrataci pokozky a redukci vrasek.
Podporuje syntézu kolagenu a proto je vhodnou latkou pro snadnéjsi hojeni ran. Nejnovéjsi
studie kyseliny hyaluronové se zabyvaji zejména jejim vyuzitim pii 1écbé rakoviny. Zjistilo
se, Ze je schopna interagovat s receptorem, ktery se nachazi na povrchu rakovinnych bunék
a proto by mohla slouzit jako nosi¢ 1é¢iva a tim inhibovat rist nadoru a Sifeni metastaz. Toto
1é¢ivo by bylo mozné zabudovat do albuminu.

Albumin je nejcastéji se vyskytujicim proteinem v krevni plasmé. V téle se nachazi
v kazdé tkani aje zodpovédny za mnoho funkci jako je udrzovani pH krve audrzovani
osmotického krevniho tlaku. Je dualezitou transportni bilkovinou, ktera pienasi neuvéfitelné
mnozstvi endogennich i exogennich latek, jako jsou mastné kyseliny, fospolipidy, Ziviny,
steroidni hormony a té¢zké kovy. Kvilli této své vlastnosti je studovdna moZznost vyuzit
albumin jako transportér 1éCiv ananocastic ataké je studovédno, jak interakce léciva
s albuminem ovliviiuje vlastnosti pfenaseného 1é¢iva.

Piedmétem této prace jsou interakce hyaluronanu a albuminu a studium jejich vlastnosti
v zavislosti na koncentraci albuminu, zptisob& ptipravy a molekulové hmotnosti hyaluronanu.
Interakce téchto latek jsou v soucasné dobé predmétem studia mnoha praci, kvili svému
potencidlnimu vyuziti jako nosice 1é€¢iv.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1 Uvod

Postup pro izolaci kyseliny hyaluronové (HA) jako nového glykosaminoglykanu z hovéziho
sklivce byl poprvé popsan v roce 1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem. Ukazalo se, ze
tato latka neobsahuje zadné sulfoestery, ale obsahuje uronovou kyselinu. Proto ji pojmenovali
,hyalos“ .z feckého slova ,,hyaloid”, coz znamena sklo a z anglického vyrazu ,,uronic acid®,
tedy uronova kyselina. UZiva se také nazev ,,hyaluronan®, coz odrazi skute¢nost, ze se in vivo
nevyskytuje jako protonizovana kyselina, ale jako sul. [1]

Primyslova vyroba HA je zaloZena na dvou hlavnich procesech - na extrakci z zivoc¢isnych
tkani a mikrobidlni fermentaci za pouziti bakteridlniho kmene. Jako zdroje pro extrakci se
vyuzivaji synovidlni tekutiny, kohouti hiebinky, pupecni $itry, hlasivky a jiné mekké tkané.
Nevyhodou této pfipravy je nizka koncentrace hyaluronanu v tkanivu a vysoka polydisperzita
produktii souvisejici S piirozenou polydisperzitou hyaluronanu ataké sjeho degradaci
v pribéhu extrakce, kterd je zplsobena neSetrnymi podminkami extrakce a rozbitim
polymerovych fetézcl skrze enzymatickou hydrolyzu. Purifikace HA z zivocisnych tkani je
obtizna a vytézek neni dokonale Cisty, jelikoz jsou ptitomné stopy bilkovin a dalSich latek.
Proto jsou v soucasnosti tyto zdroje nahrazovany biosyntézou s vyuzitim bakterii z rodu
Streptococus, zejména kmeny Streptococus equi a Streptococus zooepidemicus. Tyto
mikroorganizmy jsou schopny produkovat hyaluronan a vyuzivat jej k zapouzdieni svych
bun¢k. Jelikoz hyaluronan, ktery vyprodukuji je totozny s hyaluronanem vyskytujicim se
vtéle jejich hostitele, neni imunitni systém hostitele schopen rozpoznat ptitomnost
bakterii. [2]

2.1.2 Struktura

Hyaluronan je linearni polysacharid skladajici se ze dvou sacharidovych jednotek tvofenych
N-acetylglukosaminem a glukoronovou kyselinou propojenych stfidajicimi se glykozidickymi
vazbami B (1— 3) v monomernich jednotkach a p (1— 4), které vazou jednotky mezi sebou
(Obrazek 1). Obg jsou tedy spojovany monosacharidovymi kruhy, ale stiidaveé. Struktura
disacharidu je energeticky velice stabilni, jelikoz oba cukry jsou prostorové ptibuzné glukoze,
ktera v B konfiguraci umoziuje stericky vyhodnou ekvatorialni pozici objemnych skupin
(hydroxylové skupiny, karboxylova skupina, anomerni uhlik na pfilehlém cukru), pficemz
axialni pozici, kterd je méné¢ stericky vyhodna, zabiraji atomy vodiku. Oba sacharidy zajimaji
stabilni zidlickovou konformaci, ktera pieduréuje konformaci polymeru v roztoku. Retézec
HA se formuje do Sroubovice a nésledujici formovani struktury zavisi na prostiedi. Je tedy
ovlivilovano mnoha faktory, jako je teplota a interakce tohoto polymeru s rozpoustédlem,
S polymerem nebo pfitomnymi ionty. MiiZe ziskat strukturu nahodného klubka, ale také muze
nastat situace, kdy je jeho struktura natazena, pokud se nachazi ve vodé a nejsou piitomné
zadné protiionty kromé jeho vlastnich. [1,2]
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Obrdzek 1: Struktura HA. [2]

Kyselina hyaluronova patifi mezi glykosaminoglykany (stejné jako chondroitin sulfat,
heparin sulfat, keratan sulfat ad.), které jsou charakteristické opakujici se disacharidovou
strukturou aminosacharidu (glukosaminu nebo galaktosaminu) ahexodzy, galaktozy,
glukoronové kyseliny nebo iduronové kyseliny. Hyaluronan je jediny ¢len této skupiny, ktery
neni sulfatovany a v proteoglykanu neni kovalentné vazany k proteinu. V organizmech je HA
produkovana hyaluronan syntetdzou pomoci jejich aktivovanych nukleotidovych cukrt
(UDP - kyseliny glukuréonové a UDP — N - acetylglukosaminu) ve formé dlouhych linearnich
polymert. Pocet opakujicich se disacharidd v molekule je piiblizné 10000, byly ale
publikovany ifetézce o délce 25000. Velikost polymerd mize byt od 5000 Da do

20 miliont Da (jednotka Dalton je rovna jednotce g. mol™) v zavislosti na typu tkaniva. [2]

Hyaluronové fetézce obsahuji dva druhy vazeb. Sacharidové fetézce, které jsou relativné
stabilni ve svych tvarech a glykosidické vazby, které umoziuji n€kolik moznych konfiguraci.
Tyto glykozidické vazby obsahuji atom kysliku, ktery spojuje cukry mezi sebou. Kyslik ma
svoje dvé vazby ve tvaru pismena V a substituenty pfipojeny na koncich ramen se mohou
otaCet 0 360°. Vypocty a molekulové modelovani, ale ukéazaly, Ze tyto substituenty nemaji
uplnou volnost v otaceni a nemohou zaujmout vSechny mozné konfigurace, jelikoz mize
nastat situace, kdy si dva cukry vzajemné prostorové brani.

| kdyZ hyaluronan za jistych podminek ziskava strukturu nahodného klubka, experiment
zalozeny na jeho oxidaci jodistanem ved| k pfedpokladu, Ze i v tomto stavu ma preferované
tvary. Glykolové skupiny ve zbytcich glukoronatu byly odolné viici oxidaci, i kdyz identické
struktury u jinych polymeri byly lehce oxidovatelné. Pomoci NMR, se zjistilo, Ze ve struktuie
hyaluronanu, je kazdd disacharidova jednotka otocena o 180° oproti sousednim jednotkam,
dvé otoceni (360°) vedou k ptivodni orientaci a tim se struktura mize stat dvojnadsobnym
helixem v zavislosti na podminkach prostiedi a v ném se vyskytujicich protiiontt. Tato
dvojita spirala ma rozsadhlou hydrofobni oblast, kterou tvoii vodikové atomy a hydrofilni
oblast tvofenou postrannimi fetézci. Tato hydrofilni oblast vede ve vodném prostiedi
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ke shlukovani, kdy hyaluronan agreguje se sebou samym, ¢imz se snizuje plocha jeho
kontaktu s rozpoustédlem. Dvojity helix ma ob¢ strany stejné, ale vici sobé antiparalelni
a agregaty mohou dale rtst z obou stran. Hyaluronan netvofi skute¢nou polymerni sit’, ale pro
zjednodusSeni pfedstavy o struktuie a interakcich se vyuziva pojmu ,hyaluronové sité*.
Interakce, které drzi tyto hyaluronové sit€¢ jsou pomérné slabé a proto se mohou agregaty
rozpadat. Rozpad je podporovan elektrostatickym odpuzovanim mezi zadpornymi naboji,
zpomaluji ho hydrofobni interakce a vodikové vazby mezi acetamidovou a karboxylovou
skupinou. Tyto interakce maji kratky dosah, a proto vyzaduji blizkou komplementaritu mezi

dvéma Gastmi a to je nejlépe dosazené popsanou protilehlosti stran. [3]

2.1.3 Vlastnosti

Ve fyziologickém roztoku je molekula kyseliny hyaluronové zpevnéna kombinaci chemické
struktury disacharidu, vnitinimi vodikovymi vazbami a interakci s rozpoustédlem. Axialni
atomy vodiku tvofi nepolarni, hydrofobni ¢ast, zatimco ekvatoridlni postranni fetézce tvori
molekuly. Vysledna struktura nahodného klubka zabira velkou oblast, ale koncentrace
hyaluronanu uvnitf makromolekulového klubka je velmi nizka. Malé molekuly v roztoku,
jako jsou voda a elektrolyty, mizou do oblasti voln¢ difundovat, ale velké molekuly, jako
jsou proteiny, jsou z oblasti ¢aste¢né vylouceny, kvuli jejich hydrodynamickému poloméru.
Cim vétsi jsou molekuly, tim mén& prostoru jim hyaluronova sit’ poskytuje, coZ zpiisobuje
pomalejsi difuzi makromolekul ajejich niz§i koncentraci v oblasti klubka. Retdzce
hyaluronanu v roztoku jsou Vv neustalém pohybu ataké poéry, kterymi mohou prochazet
molekuly, méni svoji velkost. Statisticky existuji pory vsSech velkosti, ale s odli§nou
pravdépodobnosti. Skrze hyaluronovou sit’ tedy mohou projit vSechny molekuly, ale

s odlisnym rozsahem poskozeni v zavislosti na jejich hydrodynamickém poloméru. [1]

Vlastnosti HA jsou také ovlivnény interakci mezi jejimi molekulami. VV mnoha ptipadech
je organizovana do extracelularniho matrixu specifickymi interakcemi s ostatnimi
matrixovymi  makromolekulami. Vysokomolekulovy hyaluronan v roztoku vytvari
propletenou molekulovou sit’ skrze sterické interakce a skrze vlastni asociaci Vv jednotlivych
molekulach a mezi molekulami. Kdyz hydrofobni ¢ast reaguje s hydrofobni ¢asti druhé
molekuly, nebo s jinou hydrofobni ¢asti té stejné molekuly, tak tato sit’ vykazuje odlisné
vlastnosti nez izolovand molekula hyaluronanu. Zménu vlastnosti zpiisobuji také vodikové
mustky. Pii pomalém proudéni tekutiny skrze sit’ mtize dochéazet k ¢aste¢né separaci molekul,
¢imz se umozni pohyb kapaliny a sit’ vykazuje viskdézni deformaci, zatimco pii rychlém

proudéni vykazuje sit’ elastické vlastnosti. [1]

Na rozdil od ostatnich glykosaminoglykanti, u nichz sulfatova skupina mtize byt rozlozena
podél polymeru riiznymi zpiisoby atim umoznuje existenci ve velkém poctu rozdilnych

izomeri, existuje jenom jeden druh hyaluronanu. [3]

Jelikoz pK karboxylovych skupin nakoncich glukoronové kyseliny je 3-4, v zavislosti
na iontovych podminkach, pii pH 7 jsou tyto skupiny pievazné disociované. Na kazdém
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fetézci se nachazeji negativni naboje, které vznikaji disociaci karboxylové skupiny a jsou
vyrovnavany mobilnimi kationty jako Na*, K*, Ca®* a Mg**. Molekula HA je tedy polyanion,
ktery je v asociaci skationtem pro dosazeni neutrality celkového naboje. Tyto naboje
ovlivituji rozpustnost hyaluronanu ve vod¢. Zatimco popsany polyaniontovy hyaluronan je
vevodé  rozpustny, nenabity  —napfiklad  methylesterifikovany  hyaluronan je

nerozpustny. [1,3]

Jednou z typickych vlastnosti kyseliny hyaluronové je vysoka viskozita jejich vodnych
roztokt. Viskozita, stejné jako dalsi reologické vlastnosti jsou zavislé na teploté, koncentraci,
hodnot¢ pH a molekulové hmotnosti. Nejcastéji je kyselina hyaluronova studovana pii
podminkach, kdy je dostatetna iontova sila (vétsi nebo rovna 0,1 M), na maskovani
elektrostatického odpuzovani (aniontovych skupin HA fetézcl obklopenych kationty),
s pouzitim NaCl, KCI nebo NaNOs (i jinych latek v zavislosti na dal$im pouziti nebo metodé
méfeni) jako podporujiciho elektrolytu, pii neutralnim pH a v rozsahu teplot 20 - 37°C. Pii
téchto podminkach plati, ze specificka viskozita (rovnice (9)) homogennich roztoku pii velmi
nizké smykové rychlosti je jednoduchou funkci koncentrace a molekulové hmotnosti,
zahrnuté ve vnitini viskozité. Tento vztah je znazornén v rovnici (1), kde ¢ oznacuje

koncentraci, 7, specifickou viskozitu, [] vnitfni viskozitu a ky je Hugginsova konstanta,

jejichz hodnota se méni v zavislosti na prevladajicich interakcich a je mozné ji ovlivnit mnoha
zpusoby, jako naptiklad volbou rozpoustédla, jeho slozenim, teplotou. Je ale tfeba
poznamenat, Ze roztoky hyaluronanu, které obsahuji nerozpuSténé agregaty, nebo jiné
struktury nezahrnuté do rovnice mohou poskytnut data, které nejsou v souladu s uvedenou
rovnici.

=il o)+ S e+ K e O

KdyZz zname molekulovou hmotnost akonstanty pro dané podminky adany rozsah
molekulovych hmotnosti K, a mizeme uréit vnitini viskozitu na zakladé¢ Mark-Howink-
Sakuradova vztahu (rovnice (2)), kde M je molekulova hmotnost. V praxi se Cast&ji vyuziva
opaény postup, kdy se z viskozimetrického méteni ur¢i hodnota vnitini viskozity a ze znalosti
konstant K, a se vypocte molekulovda hmotnost. Vnitini viskozita je ukazatelem
hydrodynamického objemu hyaluronovych fetézct v roztoku. Kdyz je smykova rychlost,
kterou plisobime na roztok hyaluronanu vyssi nez rychlost, kterou se obnovuji hyaluronanové
fetézce dochazi k jejich deformaci arozplétani, coz zpusobi pokles vnitini viskozity. Pfti
viskozimetrickych métenich je tedy vnitini viskozita zavisla nejen na molekulové hmotnosti,

kvalité rozpoustédla ad., ale také na smykové rychlosti. [4]

[7]=K-Mm* @
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2.14 Vyuziti

Kyselina hyaluronova je pfirozené syntetizovana v téle. Imunitni systém ¢lovéka na ni reaguje
pozitivné a pifi jeho pouziti v mediciné a kosmetice nedochazi k nezaddoucim alergickym
reakcim. Organizmus ji snadno odbourava a tak nedochazi k jeho zatéZovani. [5]

Hyaluronan se vyuziva v kosmetice zejména kvili jeho vysoké viskoelasticité a zadrzovani
vody. Vyskytuje se pfirozené v pokozce, ale jeho mnozstvi s vékem klesd depolymerizaci.
Jako dopln¢k v kosmetickych produktech napomaha kiizi zadrzovat vlhkost a to zptisobuje, ze
pokozka vypada mladsi. [6] Ve formé krémii a geltt po aplikaci na pokozku podporuje
syntézu kolagenu, ¢imz urychluje hojeni ran ataké redukuje vrasky obnovou visko-

elastickych vlastnosti pokozky. [5]

Ditlezitou aplikaci v medicin€é je pouziti sodné soli kyseliny hyaluronové na lécbu
osteoartritidy. Tato sil napomahd snizovani degenerace chrupavky a uvoliovani
proteoglykani z chrupavkovych tkani. Chrani povrch kloubni chrupavky a snizuje bolestivost.
Vyuziti ma také v oftalmologii kde se vyuziva pii 1écbé Sedého zdkalu (nemoc ktera
zpusobuje snizeni pruhlednosti o¢ni ¢ocky). Pro toto vyuziti byl vyvinut produkt ,,Healon®,
ktery se pii kataraktové operaci aplikuje na ochranu endotelu rohovky nebo jinych ¢asti pred
mechanickym poskozenim. [6] Soucasné studium vyuziti v mediciné se zabyva specifickymi
interakcemi hyaluronanu a receptoru CD 44, ktery se nachazi na povrchu nadorovych bunék.
Ukazalo se, Ze zavadéni Cinidel, které interaguji s timto receptorem, vede ke snizeni
zanétlivych reakci a mistniho ristu nadort a také se snizuje Sifeni metastaz. [7]

2.2 Albumin

2.2.1 Uvod

Sérovy albumin je jednim z nejvice studovanych proteind. Je nejhojnéjsi bilkovinou v krevni
plasmé s typickou koncentraci 5 g / 100 ml. [8] Je velmi dobie rozpustny a tvoii 60 % celkové
hmotnostni koncentrace plazmatickych proteint. Piispiva 80 % ke koloidnimu osmotickému
krevnimu tlaku. Je také zodpovédny zaudrzovani pH krvi a poskytuje aminokyseliny
na syntézu jinych proteinti v perifernich tkanich. SlouZzi jako transportni protein pro pfenaseni
latek jako jsou volné mastné kyseliny, fosfolipidy, steroidni hormony a tézké kovy. [9] V téle
se nachazi v kazdé tkani, ale v nejvys$s§im mnozstvi je pfitomen ve svalech a v podkozi. [10]

U savcil je syntetizovan v jatrech jako preproalbumin (preprotein), ktery ma 609
aminokyselin. Po odstranéni signalniho peptidu je vysledny proalbumin dale zpracovan
odstranénim Sesti zbytkd propeptidii z N-konct. Poté je albumin vypustén do krevniho ob&éhu
S polo¢asem rozpadu 19 dnd. [9]

2.2.2 Struktura
Molekula sérového albuminu je tvofena jedinym polypeptidovym fetézcem. Ten je Clenény
na tfi homologické domény, které jsou topologicky identické a jsou si velmi podobné ve své
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3D struktufe. Domény jsou rozdéleny 17 disulfidickymi vazbami do deviti dvojitych helixt
(kazda doména obsahuje tii dvojité helixy). Tyto helixy v kazdé doméné formuji triplet
sekvenci velky-maly-velky helix. Kazda doména je dale slozena ze dvou subdomén. [8]
Subdomény jsou tvofeny a-helixy, celkovy pocet téchto a-helixti v krystalu albuminu je 28.
Jedna subdoména je tvofena tfemi nebo ¢tyimi a-helixy. [10] Alfa helixy jsou v subdoménach
rovhomeérné rozmistény a nachéazeji se také ve spojenich mezi doménami. VétSina zbytka
Vv dlouhych smyckach a v oblastech spojovani domén je a-helikalni struktury, zatimco vnitini
¢asti jsou zejména nehelikalni. Témét vSechny hydrofobni zbytky jsou umistény uvnitf a mezi
a-helixy, pficemz polarni zbytky jsou na vnéjsi stran¢ struktury. [11] Subdomény, které jsou
tvofeny prvnimi dvéma helixy, jsou znacené pismenem A, subdomény tvotrené tfetimi helixy
pismenem B. Pro pfesn¢jsi ur€eni se pied pismena oznacujici subdoménu piidavaji Cisla,
oznacujici konkrétni helix. Subdoména IA je tvofena helixy 1 a 2, subdoména IB helixem 3,
subdoména IIA helixy 4 a 5, subdoména IIB helixem 6, subdoména IIIA helixy 7 a 8
a nakonec subdoména IIIB je tvofena helixem ¢islo 9. [10]

Obrazek 2: Struktura BSA s vyznacenymi domény. [13]

Kvili vysokému obsahu alfa helixti je struktura albuminu ve vétsi mire alfa-helikalni
(67 %), mensi Cast zabira struktura beta skladaného listu. Rentgenova strukturni analyza
ukazala, ze albumin ma tvar podobny srdci. [10]

Tvorba disulfidickych mustkd je typickd pro extracelularni proteiny. Tvoii se mezi
nejbliz§imi cysteiny a prispivaji k celkové stabilit¢ albuminu. [10] Pfi neutralnim pH jsou
nepiistupné pro rozpoustédla ajsou chranény pred redukénimi Ccinidly. Konformace
disulfidickych mustkt je primarn¢ gauche-gauche-gauche (gauche = synklinalni), s torznimi
uhly shlukovani kolem + 80°. Tato konformace je zodpoveédna za stabilitu albuminu i pri
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vyssich teplotach. [9] Bylo dokazano, ze albumin muze byt zahtivan po dobu 10 hodin pfi
teplot¢ 60°C bez poskozeni. [12] Stabilitu dale ovliviiuje koncentrace proteinu a volné
thiolové skupiny ve struktuie. [9] Smycky propojeny disulfidickymi mistky umoziuji
molekule se reverzibilné sbalovat a rozbalovat vlivem pH. Molekula albumin je pii pH 4 az 8
svinuta. Pfi zménach pH za tuto hranici dochazi k nabijeni zbytki aminokyselin, které byly
nenabité a to zpiisobi repulzi mezi kladnymi naboji. Molekula se zane rozbalovat a dochazi
ke konforma¢nim zménam, kdy vznikaji ruzné konformery, az se molekula ustali
v konformeru, ktery je nejstabilngjsi. Jsou znamy 4 konformery v zavislosti na pH. [10]

2.2.3 Vlastnosti

Molekula hovéziho sérového albuminu (BSA) obsahuje 583 zbytkd aminokyselin (na rozdil
od lidského sérového albuminu, ktery jich obsahuje 585) a dosahuje molekulovou hmotnost
66,7 kDa. Primérna $itka je 30 A a délka 80 A. [10] M4 vysoky obsah cysteinu a nabitych
aminokyselin (kyseliny asparagové, kyseliny glutamové, lysinu, argininu), coz ma vliv
na celkovy naboj molekuly. [8] Pii pH 7 je najedné molekule albuminu 185 ionizovanych
skupin, isoelektricky bod ma hodnotu ptiblizné 4,7 a isoionicky 5,2. Diky tomu je albumin
dobte rozpustny ve vodé¢ pii niz§ich koncentraci, u vyssich mize dochazet ke tvorbé agregatu.
Celkovy naboj zavisi napH, pfi neutrdlnim pH je zaporny, jelikoz pocet kyselych
aminokyselin je vyss§i nez bazickych. Naboj proteinu nabyva hodnoty -12 az -17. Pro popis
naboje pii neutrdlnim pH se pouziva primérna hodnota 15. Oproti jinym proteinliim mé nizky
obsah tryptofanu, methioninu, glycinu a isoleucinu. [10]

Albumin dosahuje maxima absorbance v oblasti vinovych délek 260 — 290 nm. Pti 400 nm
a vyse, coz je oblast viditelného spektra, albumin neabsorbuje. [14] U absorbance albuminu
hraji velkou roli zejména aminokyseliny, které obsahuji aromat. Jsou to tryptofan, tyrosin
a fenylalanin. [10] Pfi niz8ich hodnotach vinovych délek, v oblasti ultrafialové, absorbuje
peptidova vazba. [14]

Viskozita je zavisla na vnitinich vlastnostech (molekulova hmotnost, objem, tvar,
povrchovy naboj a snadnost deformace) a také na podminkach okoli. Zejména na pH, teploté,
iontoveé sile, typu iontli, smykovych podminkach a na zplisobu tepelného zpracovani. Vnitini
viskozita albuminu dosahuje hodnoty 3,7 - 4,2 ml.g" anariista se §tépenim disulfidickych
vazeb. U roztokd, které maji koncentraci 65 mg.ml'l a nize viskozita nariista se zvysujici se
koncentraci linearng, kde’to uroztokéi o koncentraci vyssi nez je 65mg.ml? narista
exponencialng. [8]

Albumin hraje vyznamnou roli v organizmu. Mimo jiz popsanych tloh v téle jako je
udrzovani pH krve a krevniho tlaku, je jeho nejvyrazné;jsi vlastnosti na sebe reverzibiln¢ vazat
neuvéfitelné mnozstvi ligandii. Pasobi jako rezervoar a zaroven pienaSe¢ endogennich latek
(napriklad bilirubin a mastné kyseliny) a exogennich latek (l1éCiva a ziviny) v Krvi. [15] Je
hlavnim nosi¢em mastnych kyselin, které jsou jinak v plasmé nerozpustné. Ma vysokou
afinitu  k mastnym kyselinam, hematinu a k malym zaporné¢ nabitym aromatickym
slou¢eninam. Vytvaii kovalentni adukty s kovy jako Cu (1), Ni (I1), Hg (I1), Ag (11), a Au (I).
Je rezervoarem a nosi¢em oxidu dusnatého. [8]
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2.2.4 Vyuziti
BSA se vyuziva zejména jako ndhrada lidského albuminu pfi testovani a to jako standard pfi
ptipraveé vakcin, jako 1é¢ivo samo 0 sob¢, v imunologickych testech a mnoha dalsich. [13]

Aktudlni studium vyuziti v mediciné se zabyva zejména schopnosti albuminu na sebe vazat
lécivo ataké jak samotnd interakce s albuminem ovliviiuje vlastnosti 1é¢iva. Jelikoz
U hydrofobnich 1é¢iv albumin zvySuje jejich rozpustnost v plasmé, vyznamné ovliviiuje
ucinnost 1éCiva. Predmétem studia je také moznost vyuzit albumin pro transport
nanocastic. [16]

2.3 Polysacharid - proteinové interakce

Pfi michani polysacharidi a proteinli mize dochédzet k dvéma odlisnym jevim. Biopolymery
se mizou vzajemné odpuzovat (jsou nekompatibilni, nastava segregace) nebo se vzajemné
pfitahuji (nastava asociace). Stabilita téchto smési zavisi na jejich vzajemné koncentraci.
U velmi zfedénych roztokd je vznikajici systém stabilni, protoze pfevazuje sméSovaci
entropie a proteiny s polysacharidy jsou misitelné. Pti zvySovani koncentrace mize dochazet
Kk nestabilit¢ v zavislosti natypu interakci. Biopolymerni smési maji vétSinou tendenci
segregovat, coz snizuje stabilitu systému. U polymert podobné struktury atvaru je to
zpuisobovano rozdilem interakéni energie mezi segmenty polymerid. U strukturné rozdilnych
polymert Vv dasledku segregace dochazi ke snizeni koncentrace jednoho polymeru v okoli
Piekro¢eni urCité koncentrace vede k fazové separaci, krozdéleni smési na protein-
obohacenou a polysacharid-obohacenou fazi. Nestabilitu polymernich smési ale mtze také
zpusobit prili§ silné vzajemné piitahovani, kdy se polysacharid adsorbuje na povrch proteinu.
KdyZ mnozstvi polymeru neni dostate¢né nato, aby pokrylo cely povrch proteinu,
polysacharid se mize adsorbovat na vice nez jen na jednom povrchu proteinu, ¢imz spojuje
vice proteinovych castic. U smési polysacharid-protein tedy bud’ dojde k tomu, Ze se
polysacharid naadsorbuje na protein nebo zptisobi vzajemné pfitahovani proteinovych ¢astic,
coz vede k fazové separaci. [17]

Pro proteiny jsou typické jejich emulgaéni vlastnosti, zatimco polysacharidy jsou znamy
svou vlastnosti zadrzovat vodu. JelikoZ se casto tyto biopolymery vyskytuji ve formé
viceslozkové smési, je slozité rozlisit jejich jednotlivé role. Celkova interakce mezi dvéma
biopolymery je zavisla na mezimolekulovych silach, které nastavaji mezi jednotlivymi
segmenty a postrannimi fetézci dvou makromolekul, na jejich cetnosti a vzajemném poméru
typi interakci. Témito mezimolekulovymi silami mizou byt:

e kovalentni vazby - velmi silné vazby, které zvySuji stabilitu komplext

e clektrostatické interakce - Coulumbicka sila, ktera mize byt odpudiva nebo pfitazliva
Vv zavislosti na tom, zda jsou naboje stejné nebo opacné, je zavisla na pH

¢ vylouceny objem - odpudivé interakce nastavajici pti prekryvu elektronovych oblakii
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e vodikové vazby - pfitazlivé interakce, jejich vliv se zvySujici teplotou stdva méné
vyznamnym

e hydrofobni sily - ptitazlivé interakce mezi nepolarnimi skupinami, jejich sila roste se
zvysujici se teplotou

e iontové piemosténi - druh Coulombické interakce mezi vicemocnymi kationty
a dvéma rozdilnymi anionty

e Van der Waalsovy sily - slabé pritazlivé interakce, mezi skupinami, které maji
dipol. [18]

2.3.1 Soucasny stav problematiky interakei

Prace Lenormand a spol. [19] mimo jiné sledovala chovani hyaluronan - albuminovych smési
pii pH 4 a prokazala, Ze hyaluronan tvofi s alouminem elektrostatické komplexy v rozmezi
molekulovych hmotnosti HA 10%-10° g.mol™. Rozpustnost téchto komplexi je zavisla
na molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové, tedy na délce jejiho fetézce. Komplexy
0 molekulové hmotnosti HA mensi nez 4 000 g.mol™ jsou rozpustné a vysoce nabité. Se
zvysenim molekulové hmotnosti do maximalnich hodnot 37 000 g.mol™ dochazi ke vzniku
sedimentujicich komplext, které maji nizsi, prakticky zadny naboj. Pii molekulové hmotnosti
do 15000 g.mol™  vznikaji nerozpustné komplexy, stejné jako pfi  hodnotich
do 200 000 g.mol™, kde ale navic vznikaji i slab& nabité sedimentujici komplexy.

Dale bylo v této praci zjisténo, Ze pro roztoky o koncentraci HA a BSA 0,2 a 1 g.I"}, pii
pH 4 je idealni stechiometricky pomér roven 36 disacharidovym jednotkam HA na jednu
molekulu BSA. Ze skuteCnosti, Ze tato stechiometrie je stejna pti vSech molekulovych
hmotnostech vyplyva, ze HA - BSA komplexy maji odlisnou strukturu v zavislosti na délce
hyaluronanového fetézce. Na zakladé tohoto zjiSténi autofi popsali tfi pravdépodobné typy
komplext. V piipadé krat$iho fetézce hyaluronanu je jedna molekula albuminu obklopena
nékolika fragmenty HA. U delsich fetézcti naopak nékolik molekul BSA obklopuje jeden
fragment HA. U stfedni hodnoty délky fetézce jeden fragment hyaluronanu obklopuje jednu
molekulu albuminu. [19]

V praci Jana Zemana[20] byly mimo jiné sledovany interakce HA - BSA pii
koncentracich albuminu v rozmezi 0,1 -5g.I™". Pii reologickém méfeni bylo zjisténo, Ze
relativni viskozita se méni nasledujicim zptisobem:

e pii nejniz8i koncentraci BSA je relativni viskozita niz$i neZ viskozita samotného
roztoku HA

e zvySovanim koncentrace albuminu po hodnotu 0,3 g.I™" relativni viskozita roste

e po zvySeni koncentrace BSA na 1 g.I"" dochazi k poklesu viskozity

e pfi dal§im zvySovani koncentrace viskozita roste

Tento jev je vysvétlovan zménami ve Struktufe a konformaci hyaluronanovych ftetézca
dasledkem navazujicich se molekul albuminu.

Déle byly v této praci spektrofotometricky proméfeny roztoky o stejném slozeni jako
Vv piipadé reologického méfeni. Bylo zjisténo, ze nejvetsi nartst absorbance vykazuji roztoky
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o koncentracich 0,1 a1 g.I". Poté pfi vlnové délce 280 nm se zvySujici se koncentraci se
jejich absorbance vyraznd neméni po koncentraci 3 g.I™. Po dosaZeni této koncentrace
absorbance stoupd, coz bylo vysvétleno pravdépodobnym plnym obsazenim hyaluronanového
fetézce molekulami BSA. Pfi vlnové délce 400 nm, byla u koncentrace 1 g.I"* naméfena
nejvyssi absorbance, ktera nasledné klesala. Mirn€ stoupala pro nejvyssi koncentraci BSA.
Tento pokles absorbance pii vysSich koncentracich by mohl byt zplisoben naruSovanim
agregatu s dalS$im navazovanim molekul BSA. [20]

Prace Qiaomei a spol. [21], navazuje na piedeslé studie, kterymi bylo zjiSténo, ze pii
uréittm pH proteiny interaguji S anionickymi polysacharidy za vzniku protein—
polysacharidovych komplext, které jsou rozpustné. Toto pH je znaceno jako prvni kritické
pH. Pii druhém kritickém pH dochézi k nartstu turbidity, coz znaci agregaci rozpustnych
komplexii na komplexy nerozpustné. Pfi tfetim kritickém pH nerozpustné komplexy disociuji
na komplexy rozpustné. Dale navazuje na studie, které zjistily, ze ikdyZz obecné plati, ze
pridavek soli snizuje tvorbu protein — polysacharidovych koacervati, pii urcitych
koncentracich soli naopak dochazelo kjejich zvySené tvorb&. Tato prace sledovala
turbidimetrické a reologické vlastnosti koacervati BSA apektinu a prokazala zavislost
na koncentraci pfidané soli a po¢ate¢nim BSA — pektinovém poméru. Prokdzala, Ze zvySovani
koncentrace soli od 0,01 M po 0,4 M, vede ke snizovani hodnoty prvniho kritického pH.
ZvySovani pocateéniho poméru BSA —pektin z1:1 nal10:1 vede ke zvySeni prvniho
kritického pH a snizeni druhého kritického pH, ¢im dochézi k zmensSeni intervalu mezi témito
dvéma kritickymi hodnotami a to podporuje tvorbu koacervati. [21]

2.4 Reologie

2.4.1 Uvod

Pojem reologie je slozen ze dvou slov: rhein a logos, coz se da pielozit jako nauka o toku,
tedy nauka o odpovédi hmoty na mechanicky podnét. [22] Popisuje zmény kapalin, plynd
I pevnych latek jako nasledek ptsobeni vnéjSich sil. Idealni pevné latky se pii pusobeni
vnéjsiho napéti deformuji elasticky. Energie, ktera byla vlozena na tuto deformaci, je plné
obnovena po odstranéni pusobiciho napéti. Idealni kapaliny a plyny, se naproti tomu
deformuji nevratng, ,,teCou”, jsou viskozni. Energie, ktera je potfebna na tuto deformaci, se
disipuje ve formé tepla a neobnovi se pouhym odstranénim napéti, které zptuisobilo deformaci.
Realn¢ latky, se ale takto nechovaji. Realné pevné latky se také mohou deformovat nevratné
a vétSina realnych tekutin vykazuje reologické vlastnosti, které jsou nékde mezi latkami
pevnymi a kapalnymi. Chovaji se tedy viskoelasticky. [23]

Kstudiu reologie nedé¢liteln€¢ patii pojem viskozita. Ta je mirou vnitiniho odporu
materialu, ktery je kladen pohybu ¢astic nebo molekul. Tento odpor vznika v disledku
mezimolekulovych pfitazlivych sil a chaotického tepelného pohybu. Cim je tepelny pohyb
intenzivnéj§i, tim je viskozita niz8i, proto ve vétSiné piipadi hodnota viskozity klesa
s teplotou. Viskozita je ovlivilovana mnoha faktory, jako jsou napfiklad tvar castic, naboj
¢astic, adsorpce, solvatace a bobtnani. Vyjimecné viskozitni chovani se objevuje u linedrnich
polymert. U téch dochazi v roztoku k pohybu fetézcii a ke zménam v konformaci, pricemz se
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tvoii jakési ,.klubko®. Moznost vzniku makromolekulového klubka a jeho vlastnosti jsou
zavislé na tom zda a do jaké miry jsou polymerni fetézce ohebné (pokud jsou neohebné a tuhé
neni mozné jejich svinuti a vznik klubka). Jestlize je klubko tvoiené z vice ohebnych fetézct,
zadrzuje se v ném kapalina (tzv. nepritocné klubko) a tim dochdzi ke zvysenym hodnotam
redukované viskozity (rovnice (10)). U latek, které maji méné ohebné fetézce je toto klubko
méné propletené a rozpoustédlo skrze n¢j mize proudit (tzv. pritocné makromolekuly). To,
do jaké miry dojde ke svinuti makromolekuly do klubka, zavisi na mife afinity polymeru
K rozpoustédlu. V ptipadé vyssi afinity, se polymer snazi dostat co nejvic svych skupin
do kontaktu s rozpoustédlem a proto je klubko méné svinuté a ma nizsi hustotu fetézct uvnitt
Klubka. Tim zadrzuje vice vody a viskozita je vyssi. U nizsi afinity se naopak polymer vice
svine aklubko je méné€ rozvolnéné. To se projevi nizsi viskozitou, jelikoz klubko neni
schopno zadrzovat tolik rozpoustédla. U polyelektrolytov ovlivituje viskozitu i ptitomnost
protiionti v roztoku, aiontova sila roztoku. Vysokomolekularni elektrolyt tvoii vlivem
odpudivych elektrostatickych interakeci vétsi rozpletenéjs$i klubko o mensi hustoté nez by
tvofil v pfipadé kdy by nemél Zadné ndboje (u nenabitého polymeru nedochazi k takovym
odpudivym interakcim, které by zptsobovaly rozvolfiovani klubka). S mensi hustotou klubka
dochazi ke zvySovani viskozity. Pfidavkem nizkomolekulového -elektrolytu (pfi urcité
hodnoté iontové sily, pii které dochdzi k vzajemnému ruseni odpudivych interakci) se v okoli
nabitych skupin vytvaii iontova atmosféra s opacné nabitymi ionty, coz snizuje elektrostatické
sily asvinuti se jevi jako v pfipad¢ nenabitého polymeru. Pfidavani nizkomolekulového
elektrolytu k vysokomolekulovému tedy snizuje viskozitu jeho roztoku. [24]

2.4.2 Definice

Pro vysvétleni zékladnich reologickych pojmii se vyuziva nasledujici model (model
paralelnich desek (Obrazek 3). Predstavme si dvé rovnobézné desky, mezi kterymi je
vzdalenost dx (rozte¢). Spodni deska je staticka, ale na vrchni desku pusobi sila F, ktera
zpusobi jeji pohyb konstantni rychlosti. Tim, ze se pohybuje, dojde k jejimu posunuti vaci
spodni nehybné desce. Toto posunuti se zna¢i du a sila, ktera pisobi na plochu desky se
nazyva smykové nebo tecné napéti o .

[} r
X _ du A :’
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oy T T T T T T T T T LT F
L -

7' ;2"
o /

171 o/ 2 /
ot /
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Obrazek 3: Model paralelnich desek. [22]

To je dano pomérem sily F, ktera pisobi na nestatickou desku a plochou této desky A:

O =

kg-m*.s72]. @3)

>| T

Pomér posunuti a roztece udava relativni deformaci y :

du
=—. 4
4 dx “)
Casova zména této deformace se nazyva smykova rychlost j
. _dy du
"7 ax  axdt ©)

Newtonuv zakon definuje vztah mezi teCnym napétim a smykovou rychlosti, kde
konstantou umérnosti je dynamicka viskozita 5 [Pa-s]. [22]

s F_, dr_

AT ©)

Podle toho, zda se kapaliny timto zdkonem fidi, je délime na newtonovské, u kterych
viskozita zlistdva s narlstajicim te¢nym napétim konstantni a nenewtonovské, u kterych se
viskozita s nartistajicim tecnym napétim méni. U newtonovskych kapalin zavislost smykové
rychlosti na tecném napéti zacina v nule a dale se linearné zvysSuje pod uhlem a vzhledem
k ose na které je vynesena smykova rychlost (Obrazek 4). Kapaliny, které se takto nechovaji
oznacujeme za nenewtonovské. Tyto déle délime na dilatantni, které s rostouci smykovou
rychlosti zvySuji svou viskozitu, pseudoplastické, které naopak s rostouci smykovou rychlosti
svou Viskozitu sniZuji a plastické, které se 1 pfi plsobeni te€ného napéti chovaji jako tuhy
systém a vykazovat tok za¢nou az po ptekro€eni urcitého te¢ného napéti, které se nazyva mez
toku. Poté se jejich viskozita snizuje s rostouci smykovou rychlosti. [22,23]
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Obrazek 4: Rozdilné tokové chovani: 1 je newtonovska kapalina, 2 je pseudoplasticka, 3 dilatantni
a 4 je plasticka kapalina. [23]

Z predeslého vztahu tedy vyplyva, ze dynamicka viskozita se rovna hodnoté tecného napéti
podélené hodnotou smykové rychlosti (rovnice (7)).

O
n=- (7

/4

Dal$im vyznamnym pojmem, ktery se uplatiluje zejména pii méteni pomoci kapilarnich
viskozimetrii je kinematicka viskozita. Ta je ve vztahu s dynamickou viskozitou podle
rovnice (8) , kde p je hustota. [23]

Vv =

(8)

Specifickd viskozita (ysp) udava prirtstek viskozity vztazeny na viskozitu Ccistého

D3

disperzniho prostiedi (o).

=1
9
770 9)

Podélenim specifické viskozity hodnotou hmotnostni koncentrace ziskavame redukovanou
viskozitu (req).

nsp =

Thea = (10)
C

2.4.3 Meérici systémy
Pro méfeni reologickych vlastnosti latek se vyuziva pfistroj reometr, ktery se sklada
ze statické a rotujici ¢asti, U které se na rotujici hiidel pfipojuji méfici geometrie. Geometrii je
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nekolik typl, které se vzajemné li§i svym tvarem a rozméry a vybér pouzité geometrie zavisi
jak natypu vzorku, tak najeho viskozité. Mezi zakladni typy geometrii patii: systém
souosych valcu, systém kuzel — deska a systém deska — deska. [22]

Obrazek 5: Typy geometrii, nalevo typ valec-vdlec, vprostied kuzel-deska, napravo deska-
deska. [25]

Systém souosych dvouvalcl se vyuziva k méfeni kapalin s niz§imi viskozitami, u kterych
jsou potiebné vysSsi smykové rychlosti. Systém je sloZzen ze dvou valci - statického
a rotujiciho - mezi kterymi se nachdzi métena kapalina. Nevyhodou tohoto systému je vyssi

2 4

spotieba vzorku a slozit&jsi ¢iSténi geometrie. Pfi pouziti této geometrie plati pro tecné napéti
vztah popsany v rovnici (11), kde M, je to¢ivy moment rotujictho vélce, R a R, jsou

poloméry valct.

= M, 11
6_2-;z-(R§—Rf)-H (1)

2.4.4 Tokové testy

Tokové testy slouzi k méfeni smykové rychlosti s nastavenim te¢ného napéti nebo k méteni
te¢ného napéti S nastavenim smykové rychlosti. Dva zakladni typy méfeni jsou kontinudlni
rampa arezim ustaleného stavu. U obou je snimani provadéno v zadanych intervalech.
Vyhodou kontinualni rampy je moznost rychle zmapovat tokové vlastnosti dané tekutiny, ale
s krat§i dobou trvani testu se snizuje presnost vysledkil. Vyss$i presnosti dosahuje rezim
ustaleného stavu, ve kterém se odecitd mefend hodnota az po dosazeni ustaleni. Za ustaleni se
povazuje stav, kdy se méfend veli¢ina po definovanou dobu neméni o vice nez nastavenou
procentualni odchylku. [22]

2.5 UV - VIS Spektrometrie
UV - VIS spektrometrie (také nazyvana spektrofotometrie) je analytickou metodou zabyvajici
se elektronovymi spektry latek, které absorbuji elektromagnetické zafeni v ultrafialové az
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viditelné oblasti. Tato oblast je ohrani¢ena hodnoty vinovych délek 200 az 800 nm. Latky,
které absorbuji zafeni v rozhrani vlnovych délek 380 az 770 nm jsou latky barevné, latky
které absorbuji pod hodnotou 380 nm jsou bezbarvé.

Jako zdroj zafeni se v spektrometrech vyuzivaji deutériové vybojky pro UV oblast
a wolframové nebo halogenové zarovky pro oblast viditelnou. Vzorky jsou pro méfeni
davkovany do kyvet, které realizuji absorbujici prostfedi a musi spliovat nékolik kritérii.
Jejich vnitini tlouStka musi byt konstantni a znamé a mtize se pohybovat v rozmezi od 0,1 do
10 cm. Déle musi byt tvofeny z materialu, ktery v métené oblasti neabsorbuje. Nejvhodnéjsi
pro UV - VIS spektrometrii jsou kyvety kiemenné. Kyvety sklenéné umoziuji méfeni pouze
ve VIS oblasti, jelikoz v UV oblasti absorbuji. [26]

M¢étenymi spektrofotometrickymi veli¢inami mohou byt

e Transmitance

=1 [], (12)

Iy
kde | je intenzita zafeni proslého vzorkem, a |, je intenzita zafeni proglého

srovnavacim vzorkem (slepym vzorkem).
e Absorbance

A=—Iog|L:—IogT, (13)

0

e Absorptance

o =100—T (%). (14)

Absorbance je dale definovana Lambert — Beerovym zakonem (rovnice (15)), kde ¢ je
molarni absorpéni koeficient, | je délka absorbujici vrstvy a ¢ je koncentrace analytu. [27]

A=c-c-l. (15)

Spektrometry mohou byt dvojiho uspotfddani, jako spektrometry jednopaprskové
a dvoupaprskové. U jednopaprskovych prochazi zéateni nejprve monochromatorem, poté
kyvetou a dopada na detektor. V pfistrojich s diodovym polem (diode - array), je detektor
nahrazen fotodiodami a monochromator je umistén az za kyvetou. Tyto poskytuji dokonalejsi
zpusob vyhodnocovani absorbance. U dvoupaprskovych spektrometri se paprsek po vystupu
z monochromatoru rozd¢li, pficemz jedna ¢ast prochazi mérnou kyvetou a druhd srovnéavaci
kyvetou. Vyuzivaji se také ,ratio — recording* spektrofotometry, kdy je paprsek po vystupu
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z monochromatoru pomoci rotujiciho polokruhové zrcadla nasmérovavan stridaveé do kyvety
se vzorkem a do srovnavaci kyvety. [26]

2.5.1 Turbidimetrie

Turbidimetrie je analytickd metoda slouZzici k pozorovani rozptylu svétla skrze Castice, které
jsou Vv roztoku suspendovany. Témito ¢asticemi mtzou byt rizné srazeniny nebo koloidni
Castecky. Ve sméru prochazejiciho zafeni je umistén detektor, ktery sleduje intenzitu
rozptyleného zafeni proslého kyvetou se vzorkem. Rozptyl svétla se projevuje ve vsech
smérech, véetné sméru ptimého.[26]

Zdanliva absorbance (turbidance) je dana vztahem:

S—Iogl—o—k'—rg-c-l— -c-l (16)
" o LA

Kde je #, turbiditni koeficient, |, je intenzita primarniho zafeni, k je konstanta zahrnujici
povahu zakalu a zplsob méfeni, & je konstanta, jejiz hodnota je zavisld na uspotfadani
meéfeni a r je stfedni polomér ¢astice. Zavislost zdanlivé absorbance na koncentraci je linearni
pfi nizké koncentraci méfeného vzorku. ZvySenim koncentrace dochazi ke zvySenému
rozptylu a kiivka zavislosti se zakfivuje smérem k ose X. [27]

Intenzita zateni, které proslo vzorkem, se srovnava s intenzitou zateni, které proslo ¢istym
rozpoustédlem. JelikoZ tvar a velkost ¢astic ovliviuji rozptyl svétla, je nutné, aby pii méteni
bylo tyto vlastnosti stejné. [26] Méteni se mize provadét na vsech druzich spektrofotometri
a fotometru, které vyuzivaji UV — VIS monochromatického zaieni. [26,27]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzivané chemikalie a pFistroje
Chemikalie

e Hyaluronan (90 — 130 kg.mol'l), Contipro Pharma, a.s.

e Hyaluronan (1 500 — 1 750 kg.mol™), Contipro Pharma, a.s.

e Hovézi sérovy albumin, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich

e MILI - Q voda

e Chlorid sodny, M, = 58,443, Lach-Ner s.r.o.

e Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, M, = 177,99, obsah 99 %, Penta
e Monohydrat kyseliny citronové, M; = 210,14, obsah 99,8 %, Penta

Ptistroje

e reometr AR - G2, TA instruments
e UV - VIS spektrofotometr, HITACHI
e pH - metr SevenMulti, Mettler Toledo

3.2 Priprava roztoku

Nejdiive byl pfipraven citratovo - fosfatovy pufr z vodného roztoku kyseliny citronové
o koncentraci 0,05 mol.dm™, s piidavkem chloridu sodného o koncentraci 0,15 mol.dm™
a z fosfore¢nanu disodného o koncentraci 0,1 mol.dm's, také s pridavkem chloridu sodného
o koncentraci 0,15 mol.dm™. Tyto latky byly podle vypoétd navéZeny v suchém stavu
na analytickych vahéch s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista a poté byly analyticky pfevedeny
do odmérné baiky a doplnény po rysku MILI-Q vodou. Oba roztoky byly ponechany
na magnetické michacce do Uplného rozpusténi suchych ¢asti. Poté byl roztok fosforecnanu
S chloridem sodnym pfiddvan pomoci automatické pipety k roztoku kyseliny citronoveé
S chloridem sodnym za soucasného méteni pH k docileni pH v rozmezi 7,2 - 7,3. Ptipraveny
pufr byl nasledné piefiltrovan a jeho pH bylo opét zméteno. V piipad€ vysokych rozdila bylo
jeho pH upraveno pfidanim fosfore¢nanu (v pfipadé pfilis nizkého pH) nebo kyseliny
citronove (v ptipad¢ ptili§ vysokého pH).

Zasobni roztoky HA v pufru byly pfipraveny ndasledujicim zplisobem. Hyaluronan
v praskové formé byl nejprve kvuli svoji hygroskopicité suseny pii teploté 90°C po dobu
20 minut. Poté byl podle vypocti navazen na analytickych vahach na pfedem zvazenych
vazenkach, s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista k dosazeni koncentrace zasobniho roztoku
u vysomolekulové HA 2 g.I™, u nizkomolekulové HA 5 g.I™". Navazka HA byla postupné
rozpousténa v pufru, kdy byla do lahvicky umisténé na magnetické michacce (nastaveno
250 ot / min) pfevedena ¢ast pufru a ¢ast navazky. Po dostatecném zhydratovani pfisypaného
podilu bylo pfiddno dal$i mnoZstvi obou komponent a stejnym zplisobem se pokracovalo
Vv ptipravé roztoku, dokud nebylo dosazeno piidani piedem vypocteného mnozstvi. Vazenky
byly opé€t zvazeny na analytickych vahach, k zjisténi skute¢ného mnozstvi piidaného
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hyaluronanu a na zakladé toho byl upraven pfidavek pufru. Pfipraveny roztok byl ponechan
24 hodin na magnetické michacce k docileni dostatecné homogenity roztoku.

Obdobnym zptsobem byl pfipraven i zasobni roztok albuminu Vv pufru o koncentraci
40 g.I"". K zvyseni homogenity byl roztok umistén na 30 minut do ultrazvuku. U kyseliny
hyaluronové nebylo mozné tento zpiisob dosazeni maximalni homogenity uplatnit, jelikoz tato
latka ptisobenim ultrazvuku degraduje. [28]

Ze zéasobnich roztokl byly pfipraveny nésledujici roztoky:

e BSA v pufru v rozsahu koncentraci 0,25 - 20 g.I"*

e BSA vpufru vrozsahu koncentraci 025- 20g.I", svysokomolekulovou HA
o koncentraci  1g.I*, BSA vpufru vrozsahu koncentraci 0,25 - 20 g.I™,
s nizkomolekulovou HA o koncentraci 2,5 g.I"*

e vysokomolekulova HA v pufru o koncentraci 1g.I™" nizkomolekulova HA v pufru
o koncentraci 2,5 g.I"*

Vsechny uvedené roztoky byly pfipravované pii dvou teplotach. Jedna sada vzorkl byla
ponechana po dobu 24 hodin na magnetické michacce pfi laboratorni teploté. Druha sada byla
na 24 hodin vlozena do vodni 1azn¢, kterd byla umisténa na magnetické michac¢ce do susSarny
nastavéné na teplotu 37°C.

Roztoky byly po ptipravé uchovany v chladu az do dalsiho pouziti.

3.3 Méreni pH

Pro méteni pH byl pouzit pH metr od firmy Mettler Toledo Seven Easy, ktery byl
nakalibrovan pomoci sady pufr na kalibraci od firmy Mettler Toledo o pH 4; 7 a 9. Roztoky
byly pfed méfenim vytemperovany na laboratorni teplotu, kterd kolisala kolem 25°C. Méteni
bylo provadéno pii zapnuté funkci ATC —Auto Temperature Control —ktera pievadi
naméfenou hodnotu vzorku o jiné teploté na hodnotu pH pii 25°C. Elektroda byla ptred
kazdym pouZitim omyta destilovanou vodou, nasledné osuSena vatovou bunicinou a az poté
vloZzena do roztokl.. Po zapoceti méfeni bylo kazdych 30 sekund zaznaceno aktudlni pH az
do dosazeni ustaleni. Za ustaleni bylo povazovano 5 po sobé jdoucich hodnot, které byly
stejné, nebo byl mezi nimi rozdil mensi nez 1 %. V tom ptipad¢ bylo jako vysledné pH vzata
pramérnd hodnota téchto 5 dat.

3.4 Meéreni turbidity

Ptipravené roztoky byly vytemperovany na laboratorni teplotu. Nasledné¢ byly vzorky
prevedeny do centrifugacnich zkumavek a odstfedény po dobu 30 minut pti 4 000 ot/min, pro
odstranéni bublinek a ptipadnych necistot a zeyména pro dosazeni usazeni pevného podilu,
ktery u n€kterych vzorkli vznika jako projev interakci a tvorby agregatti. Pro samotné méteni
byly supernatanty ptevedeny do kfemennych kyvet. Tyto kyvety, s optickou délkou 1 cm,
byly pted kazdym pouzitim vyplachnuty destilovanou vodou, ethanolem a vysuseny proudem
vzduchu. Spektrofotometr U-3900H od firmy Hitachi High-Tech byl nastaven na méteni
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absorbance Vv rozsahu vlnovych délek 700 - 250 nm s rychlosti skenovani 120 nm/min
a s poctem meéfeni 2. Poté byly jako blank vlozeny dvé kiemenné kyvety obsahujici puf,
pouzity k pfipravé roztokl a byla zméfena baseline (zékladni ¢ara). Pufr v jedné z kyvet byl
nahrazen kyvetou obsahujici vzorek urceny k méfeni a byla prométena absorbance. K dalsimu
zpracovani byly vybrany hodnoty absorbanci pti vinovych délkach 280 nm a 400 nm. Prvni
hodnota je z oblasti, kdy absorbance albuminu dosahuje maxima (260 —290 nm) a vyssi
vlnova délka piedstavuje oblast, kde jiz albumin neabsorbuje a naméfend hodnota predstavuje
turbiditu vzorku.

3.5 Méreni reologickych vlastnosti

Mg¢teni bylo provedeno nareometru AR - G2 od firmy TA Instruments a ke zpracovani dat
byl také pouzit program od této firmy— TA Data Analysis. U vSech vzorkd byla pouzita
geometrie valec — valec, “double gap concentric cylinders® (systém souosych dvouvalci),
s dvojitou mezerou. Jednotlivé roztoky byly pied méfenim vytemperovany na laboratorni
teplotu, geometrie byla o¢isténa destilovanou vodou, ethanolem a poté vysusena. Pfistroj byl
nakalibrovan podle doporuceni vyrobce. Poté byly do méfici geometrie nadavkovany roztoky
pomoci automatické pipety. Roztoky, které byly piipravovany pii laboratorni teploté, byly
proméfeny pii 25°C a 37°C a vzorky, které byly inkubovany pti 37°C, byly méfeny pii 25°C.
Kazdy roztok byl prométen dvakrat s vyuzitim 10 minutové relaxacni pauzy mezi méfenimi.

Me¢fteni probihalo pomoci nasledujicich testl:

e Conditioning step 1 — slouzicich k vytemperovani vzorkti po dobu 5 minut pfi
smykové rychlosti 50 s-*. U jedné sady vzorkil byla nastavena teplota 25°C, u druhé
37°C. Vybrana teplota byla dale pouzivana po celou dobu meéteni.

e Continuous ramp step — pomoci kter¢ho, byl proméfen vzorek pti smykové rychlosti
0,01 —1000 s™ s nastavénou dobou méfeni 5 minut. Naméfené hodnoty byly pouZity
pro graf zavislosti viskozity na smykovém napéti, na zaklad¢ kterého byl vybrat
vhodny rozsah smykového napéti pro nasledujici méteni.

e Steady state flow step 1 - ktery odecita hodnoty tokovych vlastnosti méfené kapaliny
az po dosazeni ustaleného stavu. Bylo nastaveno smykové napéti, na zaklad¢ vysledk
z Continuous ramp step. Pro samotnou kyselinu hyaluronovou to byl rozsah 0,1 - 4 Pa.
Tento rozsah byl postupné zmensovan se vzristajici koncentraci albuminu.

e Conditioning step 2 — kdy byl vzorek ponechan relaxovat po dobu 10 minut.

e Steady state flow step 2 — viz. Steady state flow step 1.

Meéteni se skladala zné€kolika krokd, pfi prvnim meéteni byly kroky usporadany
Vv nasledujicim potadi: Conditioning step 1, Continuous ramp step, Conditioning step 2,
Steady state flow step 1. Poté byl nadavkovan novy vzorek, ktery byl proméfen v poradi:
Conditioning step 1, Steady state flow step 1, Conditioning step 2, Steady state flow step 2.

Timto zpisobem byly prométeny vSechny roztoky popsané v ptipravé roztokd, s vyjimkou
roztokli obsahujicich jenom albumin, které byly pfipraveny pii laboratorni teploté. U téchto
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roztokl byla zméfena celd koncentracni fada pfti teploté 25°C, ale pro méteni pfi teploté 37°C
byly z Gasovych diivodil vybrany pouze vzorky s koncentraci albuminu 1; 5 a 20g.1™.

4 Vysledky a diskuze
4.1 Meéreni turbidity

Z méteni roztoka byly ziskany hodnoty absorbanci pii vinovych délkach 250 - 700 nm. Tyto
hodnoty byly vyneseny do grafii jako zavislost absorbance na vinové délce, byly tedy ziskana
absorp¢ni spektra. Dale bylo pracovano s hodnotami absorbanci pii dvou vinovych délkach:
u délky 280 nm, kdy albumin dosahuje svého absorpéniho maxima a u délky 400 nm, kde jiz
albumin neabsorbuje. [13] Pro dalsi zpracovani byly pro vinovou délku 280 nm pouzity pouze
hodnoty absorbanci do maximalni koncentraci BSA 5g.I™", jelikoz absorpéni spektra
u vyssich koncentraci ukazaly Vv této oblasti velké odchylky a tudiz toto méteni nebylo vhodné
pro tak vysoké koncentrace. Pfi interpretaci vysledki u maxima absorbance je ale potieba
zohlednovat ptispévek turbidity, proto byla od téchto hodnot odeétena turbidita a byla
vynesena zavislost Azgop — Aggo Na koncentraci BSA. Pro vinovou délku 400 nm byly pouzity
hodnoty absorbanci v celém rozsahu koncentraci. Hodnoty absorbanci u téchto hodnot
vinovych délek, tedy hodnoty turbidity byly vyneseny do grafii jako zavislost na koncentraci
BSA. Byla vypodtena relativni absorbance pro rozsah koncentraci BSA 0,25 g.I"* az 5 g.I*
jako rozdil absorbanci Azgo-Asoo U roztoki obsahujiciho BSA a HA ( A,,, ) podélena rozdilem

absorbanci U roztoku samotného BSA(A, ):

Arel — A;\BZSO B 2HB400 . (17)
B280 — 1 'B400

Jelikoz vSechny vzorky byly pted métenim odsttedény, je potieba zohlednit pfi interpretaci
vysledkl fakt, Ze Cast agregatli sedimentovala atudiz zmétfend absorbance je nizsi. Tyto
¢astecky se usadily na dné zkumavky, coz bylo vidét i pouhym okem, zejména u vysSich
koncentraci, tedy v urcitych molarnich pomérech BSA a HA. V roztoku zustaly pouze
rozpustné a ¢astecné rozpustné agregaty a ¢asteCky mensi velikosti, které se pii dané hodnoté
rychlosti otacek odstted'ovanim neusadily. U roztoki pfed odstiedénim byl vidét zakal

zpusobeny obsahem agregati, ktery se stupnoval se zvysujici koncentraci BSA (Obrdzek 6).
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Obrdazek 6: Roztoky vysokomolekulové HA s BSA inkubovany pri 37°C, sefazeny zleva doprava
podle vzristajici koncentrace BSA.

4.1.1 Roztoky BSA

Na nasledujicim obrazku (Obrdzek 7) je znazornéno absorpéni spektrum roztoku BSA
ptipravovanych pfi laboratorni teploté. Na tomto grafu je vidét jiz vySe popsany fakt, Ze
albumin dosahuje svého absorpéniho maxima v okoli vinové délky 280 nm. Pfi hodnoté
400 nm jiz neabsorbuje, tudiz je mozno tuto hodnotu vlnové délky pouzit pro sledovani
turbidity. [13] Maximum absorbance vzrusta S koncentraci albuminu. Stejnym zplsobem se
chovaly i roztoky BSA které byly inkubovany pii 37°C.
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Obrazek 7: Absorpcni spektrum roztokit BSA pripravovanych pri laboratorni teploté.
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Zavislost maxima absorbance (po odec¢teni turbidity) pro roztoky obou zptisobi pfipravy je
zobrazena Vv nasledujici ¢asti prace (Obrazek 9). Z tohoto grafu pro vzorky obsahujici pouze
BSA vyplyva, ze oba roztoky se chovaji velmi podobné a tedy pro roztoky samotného BSA
nema popsany rozdil teplot pfi ptipravé efekt. Déle je vidét, Ze absorbance v maximu stoupa
s koncentraci BSA téméf linearné.

Rozdil, ale nastava pti vinové délce 400 nm (Obrazek 8). U této zavislosti turbidita roztoka
ptipravovanych pii laboratorni teploté stoupa, ale na rozdil od maxima absorbance stoupa
nelinearné. K jesté¢ veétsi zméné dochazi u roztokl piipravovanych druhym zpisobem, kdy
turbidita stoupa po koncentraci BSA 1 g.I". Mezi touto koncentraci a koncentraci 2 g.I™
dochazi k jejimu poklesu a nasledné opét stoupa.
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Obrazek 8:Zavislost turbidity na koncentraci BSA.

4.1.2 Roztoky nizkomolekulové HA a BSA

Absorpéni spektrum (viz piiloha) roztokd nizkomolekulové HA s BSA i zavislost maxima
absorbance na koncentraci (Obrdzek 9) ukazaly, ze stejné jako tomu bylo u roztoka
obsahujicich pouze BSA, absorbance nariista se zvySujici se koncentraci BSA a rozdil mezi
dvéma zplsoby pripravy je minimalni. Tudiz pouzity rozsah teplot neovliviiuje absorbanci
ve vinové délce 280 nm. Obecné je absorbance u roztokd, které obsahovaly HA vyssi, nez
U roztoki samotného BSA. U smési pfipravovanych pifi laboratorni teploté sice dochézi
u niz8ich koncentraci k poklesu absorbance pod absorbanci samotného BSA, ale tento rozdil
mize byt také zpusoben chybou pfipravy nebo méteni.
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Obrazek 9: Absorbance pri vinové délce 280 nm s odectenou turbiditou u smési nizkomolekulové

HA s BSA a samotného BSA.

K vyraznym rozdilim mezi jednotlivymi koncentracemi, ale dochazi u turbidity. U roztokt
ptipravovanych pti laboratorni teploté (Obrazek 10) turbidita klesa po hodnotu koncentrace
1 g.l'l. Naslednym zvySovanim koncentrace se absorbance jiz ptili§ neméni, vyrazné stoupa az
v rozsahu koncentraci 10 g.I" - 20 g.I". U vzorka, které byly inkubovény pfi vyssi teploté,
naopak dochézi k zvySovani absorbance s rostouci koncentraci BSA.

Pro zjednoduSeni byla dale pouzivana hodnota relativni absorbance vypoctena
z rovnice (17). Z jeji zavislosti (Obrdzek 11) vyplyva, ze roztoky pfipravované pii laboratorni
teploté maji nejvyssi hodnotu na zagatku a poté klesa az po koncentraci 1g.I". Dale se
vyrazné neméni. Naproti tomu, u roztokl které byly inkubovany pii 37°C hodnota relativni
absorbance mirné& nartista po koncentraci BSA 2 g.I"a poté mirné klesa.
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Obrazek 10: Turbidita smési nizkomolekulové HA s BSA.
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Obrazek 11: Relativni absorbance smési nizkomolekulové HA s BSA.
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4.1.3 Roztoky vysokomolekulové HA a BSA

Roztoky obsahujici vysokomolekulovou HA ptipravované pii laboratorni teploté vykazovaly
velké odchylky, proto byly pro dalsi zpracovani pouzity pouze vysledky ziskané z méteni
roztokid inkubovanych pii 37°C. Tyto vzorky opét vykazuji nartist absorbance se zvysujici se
koncentraci (absorpéni spektrum — viz ptiloha) stejnym zptisobem jako u roztoku obsahujicich
nizkomolekulovou HA a BSA a u roztokd samotného BSA. Jejich absorbance je ale vyssi nez
u téchto vzorkt (Obrdzek 12).
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Obrazek 12: Absorbance pri vinové délce 280 nm® s odectenim turbidity U vSech roztoki
pripravovanych pri 37°C.

Systém vysokomolekulové HA a BSA vykazuje daleko strmé&jsi nardst turbidity
s koncentraci BSA neZz je tomu v pfipadé roztokdi obsahujicich nizkomolekulovou HA
(Obrazek 13). Mezi koncentracemi 5 g.I" a 10 g.I™ dochazi k poklesu hodnot turbidity, ktera
jinak u ostatnich koncentraci roste.

Relativni absorbance (Obrdzek 14) u systému vysokomolekulové HA a BSA i u systému
nizkomolekulové HA a BSA vykazuje nariist po hodnotu koncentrace 2 g.I™ apoté klesa.
Od koncentrace 0,5 g.I" je absorbance vy3§i uroztokd s vysokomolekulovou HA. Z této
zéavislosti vyplyva, ze pii teplot¢ 37°C vzorky s odliSnymi molekulovymi hmotnostmi
nevykazuji prili§ odlisné chovani v zavislosti na koncentraci BSA.
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Obrazek 14: Relativni absorbance smési BSA a HA pripravovanych pri 37°C.
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Ze zjisténych dat vSech roztokt vyplyva, Zze maximum absorbance u vSech méfenych
vzorkll témét linearné stoupa se zvysujici se koncentraci BSA v rozsahu koncentraci 0,25 —
5g.0™". Minimalni rozdily v tomto bod& v zavislosti na piipravé roztokil naznacuji, ze pii
hodnoté¢ vlnové délky 280 nm nema rozdil mezi laboratorni teplotou a37°C vliv
na absorbanci. Tato teplota, ale ovliviyje turbiditu vzorkt, coz se projevilo znaénymi rozdily
Vv turbidité mezi roztoky pfipravovanymi pii laboratorni teploté a roztoky inkubovanymi pfi
37°C. Zmény v turbidité také nastavaly Vv zavislosti na koncentraci BSA, kdy ve vétsing
piipadi dochéazelo k jejimu zvySovani s rostouci koncentraci BSA. Zmény mezi jednotlivymi
koncentracemi vedou ke zjisténi, Ze zde dochazi k rozdilnym strukturnim zménam mezi
jednotlivymi poméry koncentraci HA —BSA. Nejvyss§i maximum absorbance i nejvyssi
turbiditu vykazuji smési vysokomolekulové HA s BSA a nejnizsi hodnoty dosahuje samotny
roztok BSA. Zjisténa data naznacuji pravdépodobny vznik komplexii HA a BSA, jejichz
existence se projevuje zvySenim turbidity.

4.2 Meéreni reologickych vlastnosti

Reologickym méfenim byla ziskana zavislost viskozity na smykové rychlosti (viz piiloha).
Tato zavislost byla v programu TA Data Analysis proloZzena modelem, ktery nejvice
odpovidal zjisténému reologickému chovéani latky se standardni chybou mens$i nez 16.
U vzorku, které se chovaly v souladu s Newtonovym viskozitnim zakonem (roztoky BSA,
roztoky nizkomolekulové HA a smésné roztoky nizkomolekulové HA a BSA) byl pouzit
Newtonsky model (Obrdzek 15), pomoci kterého byla zjisttna hodnota viskozity.
U nenewtonovskych vzorku (roztoky vysokomolekulové HA a jeji smésné roztoky s BSA)
byla tokova kiivka prolozena Crossovym modelem (rovnice (18), Obrdzek 16), pomoci
kterého byla dohledana viskozita pro danou smykovou rychlost. Byla zvolena hodnota
smykové rychlosti 10 1/s coZ je hodnota, ktera je dostatecné nizka aby spliiovala cil pracovat
s hodnotou viskozity blizké limitni viskozité (u slabsich interakci je vhodné pouzivat
vysoka nato, aby roztoky nevykazovaly velké odchylky, jelikoz zejména u vysSich
koncentraci dochédzelo pii1 nizkych hodnotach smykové rychlosti k nepfesnému méfeni.
Jelikoz byl kazdy roztok proméfen vicekrat, ze ziskanych hodnot viskozit byly pro kazdy
roztok vypocitany primérné hodnoty, které byly pouzity pro dalsi zpracovani.

Model Cross je definovan vztahem:

770 - 7700
1+(Cy)’
kde 7 je asymptoticka viskozita, 77, je limitni viskozita, m — tzv. rate index - je mocnina, se

n=n,+ (18)

kterou se meéni viskozita v zavislosti na smykové rychlosti, y je smykova rychlost a C - tzv.

Konzistence — je ptevracena hodnota kritické smykové rychlosti, coz odpovida relaxaénimu
Casu. [29]
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Obrazek 15:Tokova kiivka pro nizkomolekulovou HA prolozend Newtonskym modelem.
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Obrazek 16:Tokova krivka pro vysokomolekulovou HA prolozend modelem Cross S oznacenim
intervalu pro ktery byl model aplikovan.

U roztoki samotného BSA byla viskozita vynesena do grafu jako zavislost na koncentraci
BSA. U roztoki BSA sHA byla vypoctena relativni viskozita jako viskozita u smésnych
roztokli (yasgsa) podélena hodnotou viskozity u roztoku samotné HA (7). Z vypoctené
hodnoty relativni viskozity byly vytvofeny grafy v zavislosti na koncentraci BSA.

Mhas
77re| = —HALEA ' (19)

Mua

4.2.1 Roztoky BSA

Z grafu pro méteni pii 25°C (Obrdzek 17) vyplyva ze uroztoku celkove viskozita stoupa
srostouci koncentraci. K odchylkam dochazi u nizSich koncentraci coz ale muze byt
zpusobeno nepfesnou piipravou nebo chybou v méfeni. U nejvy$si koncentrace BSA je
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hodnota viskozity vyssi u roztoku piipravovaného pti 37°C nez u roztoku piipravovaného pfi
laboratorni teploté. Pro meéteni pii 37°C byly vybrany pouze roztoky pripravovany pii
laboratorni teploté 0 koncentracich 1, 5 a 20 g.I'* U vysledkil tohoto méfeni (viz. piiloha) se
ukazuje, ze viskozita roste se zvysujici se koncentraci BSA a hodnoty viskozity jsou nizsi nez
je tomu u roztokti métenych pii 25°C.
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Obrazek 17:Zavislost viskozity na koncentraci, u roztokit BSA mérenych pri 25°C.

4.2.2 Roztoky nizkomolekulové HA a BSA

Ukazalo se, Ze u roztoki, které obsahuji nizkomolekulovou HA a BSA je relativni viskozita
podstatné vys$i nez viskozita roztoku, které obsahuji pouze BSA. Také zde dochazi
k vyraznéj$im rozdilim v zavislosti na zpuisob¢ piipravy, kde se ukazuje, Ze viskozita roztokd
inkubovanych pii 37°C je vys$i nez U roztoku, které byly pfipravovany pii nizsi teploté.

U vzorku, které byly méfeny pii 25°C dochazi nejprve k poklesu relativni viskozity az
po dosazeni urcité koncentrace BSA a poté viskozita stoupa. U roztokid ptipravovanych pii
laboratorni teploté dochazi k této zméné v okoli koncentrace 2 g.I™, u roztokd inkubovanych
pii 37°C je to v blizkosti koncentrace 0,5 g.I" (Obrdzek 18). Roztoky piipravené pfi
laboratorni teplot¢ byly promeéteny ipii 37°C, kde relativni viskozita klesa mezi
koncentracemi 0,5 — 1 g.I" a 10 — 20 g.I™", mezi ostatnimi koncentracemi stoupd.(viz. ptiloha)
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Obrazek 18: Zavislost relativni viskozity na koncentraci BSA u roztokit nizkomolekulové HA a BSA
mérenych pri 25°C.

4.2.3 Roztoky vysokomolekulové HA a BSA

Ze zavislosti viskozity na smykové rychlosti bylo zjisténo, Ze roztoky které obsahuji
vysokomolekulovou HA se chovaji jako nenewtonovské kapaliny (Obrdzek 16). Hodnota
viskozity u téchto vzorku je vys§i nez u vzorki obsahujicich pouze BSA a je ovliviiovana
teplotou (Obrdzek 19), jelikoz vzorky piipravovany pii vyssi teploté vykazuji také vyssi
viskozitu. Dale jsou vtomto grafu zobrazeny rozdily v zavislosti na molekulové hmotnosti
HA. Zatimco zméfend viskozita je U obou teplot piipravy vyssi u vysokomolekulové HA,
vypoctena relativni viskozita je U roztokd pripravovanych pii laboratorni teploté vyssi nez
u vzorki obsahujicich nizkomolekulovou HA.

Roztoky s vysokomolekulovou HA piipraveny odlisnym zpisobem vykazuji také rozdilné
chovani v zavislosti na koncentraci BSA (Obrdzek 19). Pti méfeni pii teploté 25°C u vzorku,
inkubovanych p¥i 37°C viskozita u nizich koncentraci fluktuuje a v okoli bodu 2 g.I"! zagina
mirné stoupat. Po dosazeni této hodnoty se jiz viskozita vyrazné¢ neméni. U roztoku, které
byly méfeny i pfipravovany pii 25°C dochazi u nizkych koncentraci k fluktuacim, coz mtze
byt zplisobeno konformacnimi zménami HA, ale také chybou méfeni nebo nepiesnosti pfi
piipravé vzorki. Viskozita klesa s lokalnim minimem v okoli koncentrace 5 g.I™. Po dalgim
zvySovani koncentrace viskozita stoupne adéle se jiz vyrazné neméni. Obdobné chovani
vykazuji iroztoky pfipravované pii laboratorni teplot¢ a méteny pii 37°C (viz.priloha).
U smési s vysokomolekulovou HA ptipravovanych pii laboratorni teploté dochazi k poklesu
relativni viskozity pod hodnotu 1 (viskozita smési je nizsi neZ viskozita samotné HA), tento
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fakt mtze byt zplisoben tim, ze struktura ziskdva natolik vyhodnou prostorovou konformaci,
ze dochazi ke snizeni viskozity oproti hodnoté viskozity samotné HA.
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Obrdazek 19: Zavislost relativni viskozity na koncentraci BSA u roztokit HA a BSA mérenych pri
25°C.

Z porovnani vSech typu roztokii pouzitych pro reologické méfeni, vyplyva, Ze reologické
vlastnosti jsou zavislé jak na koncentraci BSA, tak na molekulové hmotnosti HA a na teploté
pii které jsou vzorky pfipravovany. NejvySsi hodnoty viskozity vykazuji roztoky
vysokomolekulové HA a BSA a nejnizsi vzorky samotného BSA. Roztoky, které obsahuji
vysokomolekulovou HA vykazuji chovani nenewtonovské kapaliny, zatimco roztoky
nizkomolekulové HA, roztoky BSA a smésné roztoky téchto dvou latek se chovaji v souladu
s Newtonovym viskozitnim zadkonem. Nejvyssi relativni viskozitu vykazuji smésné roztoky
vysokomolekulové HA a BSA inkubovany pii 37°C atedy utéchto roztokt dochazi
k nejvyssimu narustu viskozity oproti viskozit¢ samotné HA. Naproti tomu u smésnych
roztokli s vysokomolekulovou HA pfipravovanych pii laboratorni teploté, jako u jedinych
dochéazi k sniZeni viskozity pod hodnotu viskozity samotné HA. U jednotlivych roztokt
obsahujicich HA dochazi k zvySeni viskozity pfi zvySeni teploty pfipravy, coz muize byt
zpiisobeno strukturnimi zménami BSA, u kterého se zvySujici se teplotou dochézi k rozplétani
fetézcl a tim jsou mista, na které se mize hyaluronan navézat dostupnéjsi. Koncentrace BSA
ovliviiuje viskozitu roztokd, ale nedochazi k jejimu rovnomérnému narustu nebo poklesu. To
je pravdépodobné zptisobeno faktem, Ze u jednotlivych koncentraci dochazi jak k rozdilnému
seskupeni molekul, tak Kk jejich odlisné konformaci a vSechny tyto zmény ovliviiuji viskozitu

roztokd.
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5 Zavér

Z UV-VIS spektrofotometrického méFeni pro rozsah koncentraci BSA 0,25 —5 g.I™* vyplyva,
ze v bodé¢ kdy albumin dosahuje maximum absorbance, absorbance, az na mirné fluktuace pii
nizSich koncentracich, stoupd se stoupajici koncentraci BSA témét linedrné. Obdobnym
zpusobem se chovaly roztoky pfipravované pii laboratorni teploté i roztoky inkubovany pfi
37°C, zc&ehoz vyplyva, ze popsany rozdil teplot nema pii vinové délce 280 nm vliv
na absorbanci. Také bylo zji§téno, ze nejnizsich absorbanci dosahuji roztoky samotného BSA
a nejvyssich roztoky obsahujici BSA a vysokomolekulovou HA. Zvysovani absorbance je
pravdépodobné zptsobeno vznikem komplext HA a BSA.

K vyraznym rozdilim dochéazelo u méfeni turbidity v rozsahu koncentraci BSA 0,25—
20 g.I", kde celkové doslo ke zvyseni turbidity s narGstajici koncentraci BSA, ale tento nardst
nebyl linearni na rozdil od maxima absorbance ahodnota turbidity se liSila v zavislosti
na slozeni vzorkid a na zpusob¢ ptipravy. Vzorky stejného slozeni pfipravené pfi rozdilnych
teplotach nevykazovaly stejny trend zmén absorbance v zavislosti na koncentraci BSA, coz
naznacuje, ze u rozdilnych teplot dochazi k jinym strukturnim zménam. Stejné jako u vinové
délky 280 nm vykazovaly nejvyssi absorbanci, I u vinové délky 400 nm vykazovaly nejvyssi
turbiditu vzorky vysokomolekulové HA a nejnizsi vzorky samotného BSA. Jelikoz se obecné
turbidita zvétSuje s rostouci velikosti ¢astic, ze zjisténych dat je pravdépodobné, ze dochazi ke
vzniku komplexi BSA aHA. Teplota pfipravy ovliviiovala turbiditu roztokd, ale
neovliviiovala jejich maximum absorbance, z ¢eho se dad usuzovat, Ze rozdil teplot ma vliv
na velkost ¢astic ale nema vliv na jejich absorpcni vlastnosti.

Reologickym méfenim bylo zjiSténo, ze nejvyssi viskozitu vykazuji roztoky
vysokomolekulové HA a BSA a nejniz8i roztoky samotného BSA Tyto rozdily naznacuji
pravdépodobny vznik komplexti nizkomolekulové HA a BSA a vysokomolekulové HA a
BSA, které se lisi hodnotou viskozity. Zavislost reologickych vlastnosti na molekulové
hmotnosti HA dale ukazuje, Ze roztoky s nizkomolekulovou HA se chovaji jako newtonovské
kapaliny. Naproti tomu roztoky s vysokomolekulovou HA se chovaji jako nenewtonovské
kapaliny.

Zavislost na teploté ptipravy ukazuje, ze smésné vzorky, které byly pfipraveny pii vyssi
teploté, maji také vyssi viskozitu. To muze byt zplsobeno skutenosti, Ze albumin se
zvySujici se teplotou rozpléta svou strukturu a tim jsou mista, na které se mize hyaluronan
navazat dostupnéj$i. U vzorkli inkubovanych pii 37°C byla relativni viskozita vyS$§i u smési
vysokomolekulové HA a BSA nez usmési snizkomolekulovou HA, zatimco u vzorki
ptipravovanych pfi laboratorni teploté tomu bylo naopak, kdy dokonce dochazelo k poklesu
viskozity smési vysokomolekulové HA a BSA pod hodnotu viskozity samotného roztoku HA.
Tento pokles viskozity mtze byt zplisoben zaujmutim prostorové vyhodné konformace,
pravdépodobné dochazi ke kontrakci HA fetézce. Vzorky vykazovaly také zmény pii
rozdilnych koncentracich BSA. Tyto zmény ale nevykazovaly spole¢nou zavislost, coz je
pravdépodobné zpusobenou faktem, Ze pii jednotlivych vzdjemnych pomérech HA a BSA
dochazi ke zménam ve struktuie a konformaci a tyto zmény ovliviiuji hodnotu viskozity.
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7 Seznam pouzitych zkratek a symbolii

HA Kyselina hyaluronova

BSA hovézi sérovy albumin

Da Dalton, atomova hmotnostni jednotka

Ny specificka viskozita

U dynamicka viskozita

Ky Hugginsova konstanta

M molekulovd hmotnost

K, a konstanty pro dané podminky a rozsah molekulovych hmotnosti
CD 44 receptor na povrchu nadorovych bunék

Dx roztec

F sila

Du posunuti

o smykové napéti
A plocha

Y relativni deformace

Y smykova rychlost

14 kinematicka viskozita

4% hustota

M, toCivy moment rotujiciho vélce

R, R, poloméry valct

T transmitance

| intenzita zareni proslého vzorkem

l, intenzita zafeni proslého srovnavacim vzorkem

A absorbance

a absorptance

4 molarni absorp¢ni koeficient

I délka absorbujici vrstvy

C koncentrace

S turbidance

7 turbiditni koeficient

k konstanta zahrnujici povahu zékalu a zptisob méteni
a' konstanta, jejiZz hodnota je zavisla na uspotfadani mefeni
r stfedni polomér ¢astice

A, relativni absorbance

Ao absorbance roztoku HA a BSA pfi vinové délce 280 nm
A 00 absorbance roztoku HA a BSA pii vinové délce 400 nm
Agss0 absorbance BSA pfi vinové délce 280 nm

Asion absorbance BSA pfi vinové délce 400 nm

n asymptotickd viskozita

o0
Mo limitni viskozita
m rychlostni konstanta
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C

¢asova konstanta

7l relativni viskozita
viskozita smési HA a BSA

Mha+Bsa

Tua viskozita roztoku HA

44



8 Prilohy
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Obrazek 20: Absorpcni spektrum roztokii nizkomolekulové HA a BSA pripravovanych pri
laboratorni teplote.
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Obrazek 21:Absorpcni spektrum roztokit vysokomolekulové HA a BSA pripravovanych pri
laboratorni teploté.
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Obrazek 22 Zavislost viskozity na smykové rychlosti u roztokiit BSA pripravovanych pri
laboratorni teploté a mérenych pri 25°C.
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Obrazek 23: Tokové krivky roztokii vysokomolekulové HA a BSA a roztoku samotné HA
pripravovanych pri laboratorni teploté a mérenych pri 25°C.
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Obrazek 24: Tokové kiivky roztokii nizkomolekulové HA a BSA a roztoku samotné HA
pripravovanych pri laboratorni teploté a mérenych pri 37°C.
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Obrazek 25: Zavislost viskozity na koncentraci u roztokit BSA pripravovanych pri laboratorni
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Obrazek 26: Zavislost relativai viskozity na koncentraci u smésnych roztokit HA a BSA

pripravovanych pri laboratorni teploteé a mérenych pri 37°C.
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