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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva souhrnem jednotlivych analytickych metod pro stanoveni
koncentrace hyaluronanu, piedev§im ve vodnych roztocich. U vybranych metod byla
na skolnim pracovisti porovnavana jejich funkcnost. Piipadné funkéni metody mohou byt
pouzity na Skolnim pracovisti ve vyzkumu materidlti na bazi hyaluronanu. V této praci byla
studovana pouzitelnost ke stanoveni zbytkového obsahu hyaluronanu v supernatantu gelu
tvofeného z hyaluronanu a tenzidu. Mezi vybrané patii predevS§im metody
spektrofotometrické, a to s pomoci UV spektroskopie a infraervené spektroskopie. Dale byly
vyzkouseny 1 dv€ srdzeci metody, pomoci dvou typa alcidnovych modii. Jako
nejspolehlivéjsi, nejménd naro¢nou a specifickou metodou se jevi metoda pomoci IC
spektroskopie, diky niz jsme schopni stanovit koncentraci HA jiz od 0,01 %. Diky této
metod¢ bylo zjisténo, Ze pokud se v supernatantu bude nachazet né¢jaké mnozstvi HA, bude
pod mezi detekce tohoto stanoveni. Zbylé metody jsme modifikovali tak, aby se diky nim dala
stanovit koncentrace HA, ale funguji pouze ve vodnych roztocich. Moznou variantou
pro stanoveni velmi nizkych koncentraci HA miuze byt metoda pomoci ELISA kitt. Jejich
cena je ovSem vys$i nez u vySe zminénych metod.

SUMMARY

This thesis deals with a summary of individual method for determining of hyaluronan
concentration, especially in aqueous solutions. Selected methods were compared to their
functionality in university workplace. Any functional methods may be used for many
purposes in university workplace in research of materials based on hyaluronan. It has been
studied usability to assess residual content of hyaluronan in supernatant of gel formed from
hyaluronan and surfuctant, in this thesis. We choosed sptectrophotometric methods, especially
with UV spectroscopy and IR spectroscopy. Two precipitation methods using alcian blue
were also tested. As the most reliable, the least demanding and specific method seems to be
the method using IR spectroscopy, thanks to it we are able to determine the concentration
of HA from 0.01 %. With this method, it has been found, that if there will be located some
amount of HA in supernatant, it will be below the detection limit of assay. The remanining
methods were modified to help determine the concentrations of HA, but works only
in agueous solutions. A possible variation for determination of very low concentrations of HA
may be the method using ELISA kits. However their cost is higher than the above-mentioned
methods.
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hyaluronan, alcianova modr, infraervena spektroskopie, spektroskopie, ELISA
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1 UVOD

Kyselina hyaluronova, neboli sil této kyseliny hyaluronan (HA), je polysacharid, vyskytujici
se prirozené ve vSech zivych organismech. Hraje dilezitou roli pii tkanové hydrataci,
mazivové a bunééné funkci. HA je schopen udrzet vice vody neZ jakékoliv jiné ptirodni latky.
Jeho bezkonkurenéni hydrata¢ni vlastnosti dokdzou napiiklad vyhladit a snizit vrasky. Jelikoz
je HA pfitomen v kazdé tkani téla, jeho vyznam nelze podcenovat. Retence vody je jednim
a odstraniovani odpadnich latek z bunék, které nemaji ptimé krevni zasobeni, mezi které patti
naptiklad buiiky chrupavky. Jestlize je v téchto mistech HA snizena, buiiky nemohou byt
vyzivovany a také selhdva odstranovani odpadii z téchto bunck. Hyaluronan je jednim
vyvoji a oprave tkani. Je znamo, Ze hladiny HA jsou zvySené béhem embryonalniho vyvoje,
pii hojeni ran a u vzniku nadort. V pocateénim stadiu morfogeneze, kdy prevlada bunécny
rast a proliferace, hladiny HA zacnou charakteristicky stoupat. Jeho vcasné vySetieni
a eliminovani jeho tvorby by se mohlo stat ¢aste€nou zbrani proti rakoving. Pravé zvySena
afinita rakovinnych bun¢k k HA mize byt vyuZita pti vyvoji takzvanych cilenych nosicovych
systému. Z tohoto divodu je velmi dilezité studium metod pro stanoveni koncentrace HA.
Stanoveni HA se nejéastéji provadi imunologickymi metodami, jako jsou metody s vyuzitim
vazby HA na specificky protein, dale pomoci imunofluorescence a také pomoci
spektroskopickych metod.

Tato prace je zaméfena na studovani jednoduchych metod pro stanoveni koncentrace HA
pfedev§im ve vodnych roztocich a V roztocich obsahujici tenzid, coz je v nasem ptipadé
supernatant gelu tvoieného pravé z hyaluronanu a tenzidu. Oveéfené a funkéni metody mohou
byt vyuzity na s$kolni ptdé k ucelim stanoveni koncentrace HA v riznych roztocich.
Naptiklad u kvantitativni analyzy postupu piipravy nosicti 1é¢iv nebo ptipravkl k hojeni ran
na bazi hyaluronan a tenzid.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Hyaluronan

2.1.1 Historie

Nazev kyselina hyaluronova ziskala podle ptivodniho objevu, kdy byla poprvé izolovana
z o¢niho sklivce skotu v roce 1934 Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem (1).
Zjistili, ze glykosaminoglykan, ktery vyizolovali, je slozeny z kyseliny uronové
a aminoglykanu. Jelikoz nevédéli, o jakou konkrétni strukturu se jedna, pojmenovali
aminoglykan podle sklivce (hyaloid) + zndma kyselina uronové, tedy kyselina hyaluronova.
Trvalo dalsich 20 let, nez Weissman a Meyer objasnili kompletni strukturu. Dnes je tato
makromolekula spiSe oznaCovana jako hyaluronan (dale jen HA), a to proto, Ze in-Vivo
existuje pouze ve formé polyaniontu a nikoli ve form¢ kyseliny (2).

2.1.2 Vyskyt v organismu

U obratlovct se HA nachazi nejen ve sklivci, kde slouzi jako latka udrzujici tvar, ale velmi
hojné je obsazen i v ostatnich Castech téla. Najdeme ho v synovidlni tekuting, kde funguje
jako mazivo, a tim omezuje tieni kloubnich ploch, v mezibunéénych prostorach, kde vice
nez 50 % se nachazi v kizi (dermis a epidermis) a 35 % je obsazeno ve svalech a skeletu, kde
plni pfedevsim hydrata¢ni funkcei (3) (4).

2.1.3 Struktura a vlastnosti

Hyaluronan (HA) je pfirozené¢ se vyskytujici polydisperzni linedrni glykosaminoglykan
sloZzeny z 2 000-25 000 disacharidovych podjednotek skladajicich se z kyseliny glukuronové
a N-acetylglukosaminu. Tyto sacharidové jednotky jsou stfidavé spojeny beta-1-3 a 1-4 beta-
glykosidickymi vazbami: [B-1,4-glukuronova kyselina f-1,3-N-acetyl glucosamin] n jak je
vidét na obrazku (Obr. 1) (2) (5).
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Obr. 1: Chemicka struktura zakladni disacharidové jednotky hyaluronanu: vlevo kyselina D-
glukuronova a vpravo N-acetylglukosamin.

Primarni struktura tohoto disacharidu je energeticky velmi stabilni, a tim ovliviiuje
I strukturu sekundarni, jelikoz ve vodném roztoku je hlavni fetézec disacharidt stabilizovan
vnitinimi vodikovymi miustky diky interakci s rozpoustédlem. Atomy vodiku tvoii axidlni



nepolarni, pomérné hydrofobni ¢ast, zatimco ekvatorialni postranni fetézce tvoii vice polarni,
hydrofilni ¢ast, ¢cimz se vytvofi struktura piipominajici zkroucenou stuhu. Kviili tomuto
usporddani se HA ftadi do skupiny amfifilnich latek. Roztoky hyaluronanu samotného
projevuji neobvyklé reologické vlastnosti, a to diky tomu, Ze jeho polymerni fetézec ma
Vv roztoku formu ndhodného klubka (6).

Diky vysokému poctu hydroxylovych skupin a objemné konformaci je hyaluronan schopen
vazat velké mnozstvi vody (2). Vodny roztok HA vypada jako voda samotna. Jedna se vSak
0 latku, kterd ma velmi vysokou viskozitu a elasticitu, které jsou zavislé na koncentraci
roztoku a molekulové hmotnosti HA. Proto se u vysokych koncentraci a molekulovych
hmotnosti tento roztok chova jako gel. Uz 1% roztok je jako zelé, ale pod tlakem se pohybuje
snadno a muze byt protlacen 1 otvorem jehly. Proto byl roztok HA nazvéan jako material
pseudoplasticky. Diky jeho mimofadnym reologickym vlastnostem je roztok HA vyborny
jako idealni mazivo (6). Molekulova hmotnost HA mutize byt rGizna, a to hraje vyznamnou roli
v organismu, jelikoZ biologicka aktivita HA je na ni zavisla. Cim je molekulova hmotnost
nizsi, tim vyssi je biologickd aktivita a obracené. Hyaluronan s nizkou molekulovou
hmotnosti ma vliv na rtizné pochody v tkanich a bunkach, kdezto HA s vysokou molekulovou
hmotnosti nejevi prakticky Zadnou biologickou aktivitu. Slouzi hlavné jako lubrikant,
humektant a dale méa organiza¢ni funkci, naptiklad pii syntéze rtznych glykoproteini,
nachazejicich se v extracelularnim prostoru, jako je kolagen a dalsi (3) (4).

2.14 Vyuziti

Unikatni viskoelasticky charakter HA spolu s jeho biokompatibilitou a neimunogennim
chovanim vede k tomu, ze HA miize byt pouzit v celé fadé klinickych aplikaci, vcetné
doplnéni kloubni tekutiny u artritickych pacientti, dale jako vyplné v o¢ni chirurgii a také jako
pomocna latka v pfipravcich, které jsou urCeny pro usnadnéni hojeni a regeneraci ran.
V soucasné dobé je HA zkouman jako nosi¢ 1é¢iv pro rlizné zpisoby podavani jako jsou:
o¢ni, nasalni, plicni, parenteralni a topické (3).

2.1.5 Biosyntéza a degradace

Vyvazeny pomér syntézy a degradace je dilezity pro udrZeni stalé koncentrace ve tkanich,
ale i presto mize v urCitych bunkach jedna funkce pievazovat. Napiiklad buiiky ve Skare
syntetizuji vice hyaluronanu, neZ kolik katabolizuji. Hyaluronan se syntetizuje v plazmatické
membrané fibroblasti a dalsich bunék. Je metabolizovan lokaln¢ a nesen lymfou
do lymfatickych uzlin nebo krevniho ob&hu, odkud je odstranovan endotelovymi bunikami
jater, prostfednictvim aktivni absorpci zprostfedkovanou receptorem v  zavislosti
na molekulové hmotnosti HA. Pro jednotlivé buniky se doba Zivota vysyntetizované HA 1isi,
naptiklad u HA produkované chondrocyty je doba zivota 2-3 tydny, ale u keratinocyti je
to pouhy jeden den. (7) (2).

Syntézu fetézce HA zajiStuje hyaluronansyntaza, jednd se o specialni transmembranovy
protein, ktery reguluje mnozstvi vysyntetizované HA. Obecny princip degradace je takovy,
ze hyaluronidaza S$tépi vysokomolekuldrni hyaluronan na mensi oligosacharidy a poté jsou
tyto vzniklé fragmenty dale degradovany B-D-glukuronidazou a B—N-acetyl-hexosaminidazou
odstépenim neredukujiciho konce (3).



Neidealni osmotické chovani hyaluronanu a podobnych polymert je ¢ini jako Uc¢inné
osmotické pufry a dava jim roli v tkanové homeostdze. V normalni lidské plazmé je asi 30
az40 g / | HA, v séru je ho asi 0 5 % méné. Bylo prokazano, ze zvySena koncentrace HA
se nachdzi u pacientd s revmatoidni artritidou, to pravdépodobné v duasledku zvySené
produkce v perifernich tkanich. Dale se koncentrace HA v séru zvysuje s vékem a po cviceni

(7).

2.2 Makromolekularni gely

Makromolekularni gely tvofeny disperznimi ¢asticemi, které maji schopnost gelatinizovat,
tedy vytvaret gely v disperznim prostfedi. Pifi procesu gelace vznikd trojrozmérna
makromolekuldrni sit’, ktera je makroskopické velikosti a vykazuje elastické vlastnosti.
Po tomto spojeni se ¢astice nadale nemohou v disperznim prostfedi pohybovat. Sit’ vznika
vytvofenim dostatecného poctu spojii mezi makromolekulami linedrniho polymeru. Tyto
spoje mohou vzniknout dvéma zplsoby. Prvnim je chemickéd reakce, pii které vznikaji
kovalentné sitované gely, druhym je ptisobeni fyzikalnich sil, jako jsou van der Waalsovy,
dipolarni sily a vodikové vazby. Takto vznikaji fyzikalné sitované gely (8). Toto zesitovani
dava geliim tu vlastnost, Ze i kdyz je disperzni prostieni kapalné, mechanické vlastnosti jsou
charakteristické spiSe pro tuhy stav (9).

Podle obsahu rozpoustédla muizeme délit gely na xerogely (vysusené gely
bez rozpoustédla) a lyogely, které rozpoustédlo obsahuji. Lyogely se dale déli na hydrogely
nebo organogely, a to v navaznosti na zjisténi, jestli se jedna o vodny roztok nebo o organické
rozpoustédlo. Sit'ovita struktura gelu vznika predevsim z castic disperzniho podilu o koloidni
velikosti. Je v8ak mozna tvorba gelu i v mikroheterogennim systému (gely silikatt) (10).

Gely a gelace jsou vyznamné pro lékarstvi, biologii a obory primyslu. V lidském
organismu najdeme gelaci pfi procesu srazeni krve, kdy dochazi k zvySovani jeji viskozity,
atim k tvorbé jakéhosi gelu. V podstaté jsou gely v organizmech Zivoc¢icht a rostlin vSude
pritomné. Ve farmaceutickém primyslu se gelace uplatiiuje pii vyrobé gelovych kapsli,
scaffoldil, nosicl 1éCiv a systéml pro hojeni ran. I v dalSich odvétvich primyslu, jako je
sklarsky, kozedé€lny, keramicky, potravinaisky atd., je tvorba gelt hojné vyuzivana (9).

2.2.1 Hydrogel

Hydrogel je sit’ hydrofilnich polymernich fetézcti ve vodném roztoku, ktery vypliiuje misto
mezi makromolekulami. Tento systém miZze byt dvou, nebo viceslozkovy. V typicky
nabobtnalém stavu je hmotnostni podil vody v hydrogelu mnohem vys$s§i nez hmotnostni podil
polymeru, z ¢ehoz plyne, ze hydrogely jsou vysoce absorpéni (mohou obsahovat vice
nez 90 % vody) pfirodni nebo syntetické polymerni sité. Vzhledem k tomu, ze maji hydrogely
znaény obsah vody a také urcity stupen flexibility, jsou velmi podobné ptirodnim tkanim.
Prvni vyskyt pojmu "hydrogel" byl zaznamenan v roce 1894 (11).

Aby se dosdhlo vysokych stupni bobtnéani, tak se v praxi bézn€ pouzivaji syntetické
polymery, které jsou rozpustné ve vod¢ v nezesitované forme. Typické jednoduché materialy
pouzivané pro univerzalni hydrogely jsou polymery, jako jsou naptiklad: Polyethylenoxid,
polyvinyl alkohol, polyvinylpyrrolidon a polyhydroxyethyl-methakrylat). Nékteré dalsi
polymery, pouzivané pro tvorbu gell, mohou mit jesté dals$i specialni vlastnosti, jako je
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napiiklad biokompatibilita, ktera je vyuzivand v mediciné. Ackoli vétSina hydrogelt
pro biomedicinské ucely je vyrobena ze syntetickych polymeri, setkame se i se zesiténymi
ptirodnimi polymery, zejména polysacharidy. I kdyz hydrogely maji fadu nebiomedicinskych
aplikaci (napt. v zemé&dé@lstvi), zda se, ze jejich pouziti v oblasti mediciny a farmacie je
Vv bézné praxi hydrogely vyuzivany jako meckké kontaktni Cocky, obvazy, nosice léCiv
a superabsorbenty. To, ze mohou byt hydrogely v téchto ptipravcich takto uspésné, souvisi
S tim, ze maji schopnost absorbovat vodné roztoky bez ztraty tvaru a mechanické pevnosti,
coz vlastn¢ napodobuje slozky lidského téla, jako jsou naptiklad svaly, slachy, chrupavky
atd., a také stim, ze hydrogely obvykle vykazuji dobrou biokompatibilitu s krvi, télnimi
tekutinami a tkanémi (11).

Existuji tfi hlavni typy hydrogeli — homopolymerni, multipolymerni a interpenetrujici.
Homopolymerni hydrogel je sloZzen pouze =z jednoho typu polymeru, na rozdil
od multipolymerniho, jehoZ polymerni sit’ je sloZzena ze dvou a vice typt polymert, které jsou
navzajem zesitované, tedy vzajemné spojeny kovalentnimi vazbami. Interpenetrujici
polymerni sit’ obsahuje vice polymert (homopolymernich siti), které jsou ¢astecné
propleteny, ale nejsou spojeny kovalentnimi vazbami (13).

2.2.2 Tenzidy

Tenzidy jsou povrchové aktivni latky, které se v malé koncentraci hromadi na rozhrani dvou
fazi, a tim snizuji povrchové napéti. Tenzidy jsou vyzivany v Cisticich a pracich prostiedcich
a také jako soucasti emulznich, smacecich a zmékcovacich prostfedkt (14). Podstatou
povrchové aktivity je bipoldrni molekuldrni struktura tenzidu, kterd se musi skladat z lyofilni
¢asti, kterd je nositelem tendence rozpoustét se v daném rozpoustédle, a Casti lyofobni,
ktera je samotna v daném prostiedi nerozpustna. Tudiz maji tyto ¢asti tendenci se orientovat
podle prostiedi, které¢ je pro n€ vyhodné. Jelikoz k tomuto jevu dochéazi naptiklad na povrchu
fazi, kdy se lyofilni hlava orientuje smérem k lyofilnimu prostiedi a lyofobni ocas smérem
k lyofobni c¢asti smaceného povrchu (napf. vzduchu), dochazi zde tudiz ke sniZeni
povrchového napéti (8).

2.2.2.1 Struktura a rozdéleni

Ve vodnych roztocich se bude tedy jednat o ¢asti hydrofilni (polarni), kdy je tato ¢ast vétSinou
tvofena dlouhym uhlikatym fetézcem, a hydrofobni (nepoldrni), ktera je nejCastéji tvorena
ionogennimi skupinami, jak je znazornéno na obrazku (Obr. 2) (8).

Tenzidy délime z hlediska iontového charakteru hydrofilni ¢asti na iontové a neiontové, kdy
ionogenni dale délime na anionaktivni, kationaktivni a amfoterni. Aniontové tenzidy jsou
slouceniny s jednou nebo vice funkénimi skupinami, které vétSinou predstavuje sulfat,
sulfonat, karboxylat, nebo fosfit. Ty ve vodném prostiedi disociuji na zaporné nabity
organicky ion. Kationtové tenzidy kromé toho, Ze pusobi jako povrchové aktivni latky
(antistatickd Giprava), maji 1 vyznamny mikrobicidni G¢inek. Hydrofilni hlavu zde predstavuje
kationt, vétSinou kvartérni dusikovy atom, proto jsou tyto tenzidy pirevazné kvartérni
amoniové soli (chloridy nebo methosulfaty). Mezi kationtové tenzidy se také fadi
karbethopendeciniumbromid (septonex), se kterym budeme v této DP pracovat. Amfoterni
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tenzidy obsahuji jak anion, tak kation (v nedisociovatelné ¢asti své molekuly). Naboj u téchto
molekul ur¢uje pH prostiedi. U neionogennich tenzidu se jedna pouze o neutralni tenzid, ktery
nema zadny naboj, tudiz neionizuje prostiedi a rozpustnost ve vod¢ je tedy dana piitomnosti
hydrofilnich skupin. Obsahuji polarni aminoskupiny, etherické a hydroxylové skupiny
spojené s polyglykolethery, které tvoii s molekulami vody vodikové mustky (14).

Hlavicka

Hydrofobni fetézec

i
Hac/\/\/\/\/\/\o—ﬁ—os ®Na
O

| | |

Hydrofobni ¢ast Hydrofilni éast

Obr. 2: Schéma struktury tenzidu ve vodé (dodecylsiran sodny).

2.3 Ftalocyaniny

Neidentifikovana modra latka, ktera je nyni znama jako ftalocyanin, byla poprvé
zaznamenana v roce 1907. V roce 1927 §vycarsti védci nadhodné vysyntetizovali ftalocyaniny
médi, u kterych zjistili, Ze maji obrovskou stabilitu. Dale v§ak neuméli tyto modré komplexy
charakterizovat (15).
Dnes jiz vime, Ze ftalocyaniny jsou modrozelené zbarvené aromatické makrocyklické
slouceniny, které se pouzivaji k barveni. Koordina¢ni ftalocyaniny tvoifi komplexy s vétSinou
prvki periodické tabulky. Tyto komplexy jsou také intenzivné barevné a stejné se pouzivaji
jako barviva nebo pigmenty. Dale se slouceniny fralocyaninti a jejich derivaty daji pouzit
Vv optickych materidlech, v organickych polovodicich, v plynovych sensorech a pH senzorech,
v tekutych displejich a v posledni dob¢ i jako katalyzatory v organické transformaci (15).

Tradi¢né jsou ftalocyaniny syntetizovany v pfisnych reakénich podminkach. Je mnoho
zpusobll, jak je lze pfipravit, ale tyto syntézy maji mnohd omezeni. Napiiklad extrémni
zahtivani az 300 °C nebo pouziti velmi silné baze. V posledni dobé byl vyzkum zaméten
na syntézu v mirnych podminkach. Usp&$na syntéza v mirnych podminkach byla Gsp&sné
provedena na univerzité (D’Youville College). Syntetizovan byl metaloftalokyanin z 1,2-
dikyanobenzenu za pouZziti triethylaminu a kovové soli.

Mezi ftalocyaniny patii i alcianova modf, kterou se budeme dale zabyvat pro vyuziti
jako mozny nastroj pro stanoveni koncentrace HA ve vodnych roztocich.
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2.3.1 Alcianova modr

Alcianova modf nachazi pouziti predevs$im jako barvivo pro identifikaci (rozliseni) kyselych
polysacharidi, napiiklad glykosaminoglykanii, v riiznych télnich strukturach (naptiklad
Vv chrupavkach a také u nékterych typtt mukopolysacharidli v tkanovych fezech). Alcidnova
modi je jedna z nejvice pouzivanych kationtovych barviv pro barveni histologickych
preparatti, které jsou po =zaliti do pryskyfice vhodné pro mikroskopické stanoveni.
Podle slozeni tkané se tak zbarvuje histologicky preparat (od modré po modro-zelenou),
takto obarvené cCasti se nazyvaji "Alcianophilic". Barveni alcidnovou modii muze byt
kombinovano s dal$i technikou, kterou je napiiklad barveni hematoxylinem-eosinem s PAS
(Periodic Acid Schiff) reakci (v tomto ptipadé¢ se jako hlavni barvici slozka pouziva xylen)
nebo barveni dle Weigert van Giesona (16).

Alcidnova modf mize byt také pouzita ke kvantifikaci kyselych glykant, jak pro barveni

glykoproteini v polyakrylamidovém gelu, tak v roztoku pro spektrofotometrické stanoveni
(16).

2.4 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie je analytickda metoda, diky které jsme schopni identifikovat
a strukturné charakterizovat pfedevSim organické slouceniny a také stanovovat anorganické
latky. Tato metoda je také vhodna pro kvantifikaci latek a hraje dtlezitou roli pfi vyzkumu
molekulové dynamiky. Jedna se o nedestruktivni metodu, pii které neni zkoumany vzorek
analyzou nijak znehodnocen, a také sjejim pouzitim muizeme meéfit vzorky vSech
skupenskych stavi (17) (18).

Infracervena spektroskopie funguje na bazi interakci infraCerveného zatreni se studovanym
vzorkem, kdy pfi pohlceni fotonu studovanou latkou jde o absorpcni infraervenou
spektroskopii, a jestlize dojde k vyzafeni fotonu, o emisni infracervenou spektroskopii. My
se budeme bavit pfedevSim o absorpcni spektroskopii, kdy jejim principem je absorpce
infracerveného zéteni, pii niz dochazi ke zméndm rotacné vibracnich energetickych stavli
molekuly, a to v zavislosti na zménach dipolového momentu molekuly. Vystupem této
metody je infraCervené spektrum, které graficky zobrazuje funkéni zavislost energie
vyjadiené v procentech transmitance (T) nebo jednotkach absorbance (A) na vinoctu. Vinocet
[cm™] je nejpouzivangjsi jednotkou v této metodé, jde 0 jeho pievricenou hodnotu vinové
délky, kdy vinocet je roven poctu vin piipadajicich na jednotku délky ve sméru Sifeni vinéni.
Vlnové délka se tedy nepouziva proto, ze zavislost energie na vlnové délce je logaritmick4,
kdezto na vInoctu linearni. Infradervené spektrum se na stupnici elektromagnetickych spekter
nachazi mezi viditelnym a mikrovinnym zafenim, jak je vidét na obrazku (Obr. 3), tedy
Vv rozmezi vlnoétl (13 000-10 cm-1). Celou oblast jesté rozdélujeme na blizkou (13 000—
4000 cm?), stfedni (4 000-200 cm™) a vzdalenou infradervenou oblast (200-10 cm™),
kdy nejvétsi vyznam pro identifikaci organickych sloucenin ma oblast stfedni. V této oblasti
maji organické slouceniny nejvétsi podet absorpénich past. V oblasti mezi 650-1 500 cm™ je
typicky absorp¢ni pas pro kazdou organickou latku, tudiz zde nemohou existovat rtizné
organické slouceniny se stejnym spektralnim projevem (17) (18).
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Obr. 3: Elektromagnetické spektrum (17)

U infracervené¢ho zafeni dosahuje energie fotond 1-60 kJ/mol, tato energie je dostate¢na
ke zmén¢ vibra¢niho stavu (z klasického pohledu ke zvétseni amplitudy vibrace molekuly), ¢i
rotacniho stavu (zrychleni rotace molekuly), tato energie vSak nepostauje pro excitaci
elektronti v molekulovych orbitalech. Toto mize fungovat na zaklad¢ faktu, ze atomy
ve studované molekule jsou spojeny vazbami vykazujicimi urcitou pruznost a ty mohou
riznymi zpisoby vibrovat (17) (18).

Rota¢ni ptechody lze métit pouze v plynech, protoze v kapalinach a pevnych latkach
splyvaji, proto jsou pro nas dulezitéjsi piechody vibracni. Vibra¢ni pohyb si z pohledu fyziky
muzeme predstavit jako zménu mezijaderné vzdalenosti atomu, ktera se opakuje s urcitou
periodou. Obecné ma n atomova molekula 3n stupnd volnosti, kdy pokazdé jsou tii
piipisovany translacnimu pohybu téZisté molekuly v riznych smérech 0s X, y a z a dalsi tfi
jsou urceny pro popis jejiho rota¢niho pohybu, jde-li o linearni molekulu, piipadaji tomuto
pohybu pouze dva stupné volnosti, jelikoz dva rotacni momenty jsou v linearni molekule
ve sméru os X, y a z vzdy totozné, proto u molekul obsahujicich pouze 2 atomy se jedna vzdy
otento stav. Na vibra¢ni pohyby molekuly tedy zbyva 3n—-6, jde-li o linearni molekulu,
tak 3n—5. Nejmensiho vibracniho stupné volnosti tedy mizeme dosahnout u dvouatomové
molekuly, kde je roven jedné a nalezi pohybu oddalovani a pfitahovani atomt, tedy
natahovani vazby mezi nimi. V modelu dvouatomové molekuly miize byt tento pohyb také
popsan pomoci vibra¢ni soufadnice q,

q:r_re (1)

kdy r je proménna a re je rovnovazna konstanta délky vazby. Touto soutfadnici  mizeme
popisovat valen¢ni vibraci, ale pouze u této dvouatomové molekuly. Jestlize se bude jednat
0 viceatomovou molekulu, tak vibracni soufadnice bude linearni kombinaci vychylek
jednotlivych atomt. Energii, kterd je spojena s vibracnim pohybem, lze tedy vyjadfovat
pomoci téchto vibracnich soufadnic. K celkové vibraéni energii molekuly pfispivaji
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(z pohledu klasické fyziky) dva rozdilné energetické pfispévky, a to energie kineticka, ta
vyjadiuje pohyb atomu, a energie potencialni, ktera je spojena s protahovanim a zkracovanim
vazby. Pii vibratnim pohybu molekuly je tedy energie pfendSena mezi témito dvéma.
V zavislosti na hodnoté vibracni soufadnice q se tedy méni potencidlni energie. Tuto zavislost
muzeme vidét na obrazku (Obr. 4) (17) (18).

A A
vIr) V(a)
A A
D, D,
= v > = v »
I r 0 q

Obr. 4: Potencialni vibra¢ni energie V na levé strané jako funkce délky vazby a na strané pravé jako
funkce vibraéni soufadnice (17).

V blizkosti minima (az q=0) potencialové kiivky probihaji vibraéni pohyby vétSiny
dvouatomovych molekul. Jestlize tato kiivka potencidlni energie vibrujici dvouatomové
molekuly muze byt aproximovana parabolou, tak v tomto piipadé lze o vibraénim pohybu
mluvit jako o harmonickém oscilatoru, kdy jeho celkova energie je dana souctem kinetické
a potencialni. Z pohledu kvantové fyziky, (kterd se zabyva studiem mikroc¢éstic), mizeme
vibra¢ni pohyb harmonického oscilatoru popsat pomoci Hamiltonova operatoru (operator
celkové vibracni energie molekuly), z néhoz plyne, Ze energie vibrujici molekuly nemutze
nabyvat jakékoliv hodnoty, ale Ze je tato energie kvantovana. Dale také plyne, Ze energie
vibrujicitho systému je nizsi, kdyz se jednd o tézké atomy, nebo u vazeb s mensi pevnosti
(vazby jednoduché) (17).

U viceatomovych molekul na urcitd jadra plsobi sily z vice smérti, proto byl vyvinut model
sprazenych oscilatord, kdy vysledkem linearni transformace je novy soubor soufadnic. Tento
skupinu nebo vazbu, byla na zaklad¢ zkuSenosti sestavena tabulka vlnocti charakteristickych
vibraci zékladnich skupin a vazeb. Tyto tabulky jsou stile pouzivané pro identifikaci latek
@an.

2.4.1 Typy vibraci

Jestlize se na vibrujici molekulu divame z pohledu fyziky (klasické), pak délime typy vibraci
podle zmény délky, kdy se jedna o vibrace valencni, které jsou dale d€leny na symetrické
a antisymetrické, a podle zmény uhlu vazby na deformacni, které jsou dale rozdélené
narovinné a mimorovinné. Jak je vidét na obrazku (Obr. 5), pojmenovani deformaénich
vibraci plyne z vibra¢niho pohybu z pohledu fyziky (klasické) (18)..
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Obr. 5: Vybrané vibra¢ni pohyby molekul z pohledu fyziky (klasické) (17) .

Pomoci infracervené spektroskopie urcujeme vinocet, pii kterém dochazi k absorpci nebo
emisi zafeni, coz ma za nasledek zménu vibraéniho stavu. Tato zména je oznacCovana jako
vibra¢ni prechod, kdy jeho uskutecnéni zavisi na maticovém elementu tranzitniho momentu
pfechodu. Tento tranzitni moment Ize vétSinou aproximovat elektrickym dipolem molekuly.
Je-li nesymetrickd vazba ozafovdana monochromatickym zdrojem svétla, jehoz frekvence je
stejna jako dipol, pak bude interagovat s vazbou. Jelikoz vétSina je v zakladnim vibra¢nim
stavu v = 0 (pti pokojové teploté), jsou nejsilngjsi vibracni pasy realizovany piechody
zhladinyv=0nav =1 tzv. fundamentalni pasy (17) (18).

2.4.2 Typy pristroji

Méfeni se provadi na tfech riznych typech ptistroji. Nejvyuzivanéjsi z nich je v dnesni dobé
interferometricky, dale existuje také disperzni a nedisperzni. U disperzniho spektrometru
se jako zdroj zafeni pouziva keramickd tyCinka se Zhavenym dratem, toto rozzhavené téleso
emituje infraCervené zafeni. Toto zafeni prochdzi vzorkem v transparentni kyveté tvorené
predevsim z halogenidi alkalickych kovi. Po prichodu vzorkem paprsek pokracuje
k monochromatoru a poté do detektoru (termodynamicky nebo pyroelektricky). Nedisperzni
spektrometr je velmi podobny dispersnimu, s tim rozdilem, Ze nevyuziva monochromator,
ale vysoce monochromatické lasery jako zdroj zafeni. Interferometricky spektrometr je
velmi podobny disperznimu, ma i stejny zdroj zafeni, ale na rozdil od né¢j mé interferometr,
Ktery pracuje na principu Michaelsonova interferometru, kdy jeho hlavnimi souc¢astmi jsou
pohyblivé zrcadlo, pevné zrcadlo a déli¢ paprski. Jako déli¢ pro stfedni infracervenou oblast
slouzi polopropustné zrcadlo. Kazdy zaznamenany interferogram obsahuje veskeré spektralni
informace. Interferogram se Fourierovou transformaci pievadi z ¢asové skaly do frekvencni
nebo vinoctové na spektrum odpovidajici jednomu skenu (17).

2.4.2.1 FTIR spektrofotometr s ATR technikou

Metoda s vyuzitim zeslabeného vnitiniho odrazu (ATR — attenuated total reflectance) je
zalozena na odrazu optického svazku paprski na fazovém rozhrani mezi krystalem
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a vzorkem, které jsou spolu v tésné blizkosti, proto se pro toto stanoveni hodi kapalné vzorky.
Material krystalu musi byt v oblasti zvolenych vinovych délek transparentni a musi mit
vysoky index lomu, coz dokonale spliuje technicky diamant. Na fazové rozhrani je pomoci
soustavy zrcadel pfiveden svazek paprskii pod takovym thlem, aby byl totaln¢ odrazen, viz
schéma (Obr. 6). Jestlize méfeny vzorek absorbuje zafeni o urcité frekvenci, pak bude tato
slozka v totalné odrazeném svétle zeslabena. Penetrace do vzorku je zavisla na vinové délce
(svinovou délkou se zvySuje penetrace do vzorku) a indexu lomu jak krystalu, tak
stanovovaného vzorku, proto je pifed samotnym méfenim zméfen index lomu
na refraktometru. Tento jev, kdy mame se zvySujicim se vinoétem niz§i penetraci do vzorku,
je vyrovnavan matematicky, kde toto matematické vyhodnoceni je soucasti softwarového
vybaveni FTIR spektrofotometrti a nazyva se ATR korekce (18)..

Tato metoda je vyhodna tim, Ze nevyzaduje pfiliSnou piipravu vzorku. Daji se s ni stanovit
vysoce absorbujici latky, pevné latky a také plyny. V nékterych zatizenich mize byt krystal
také ponofen do analyzované latky (18).

Evanescentni vina

vzorek / _________________________

Penetraéni hloubka

ATR krystal

Dopadajici
paprsek

Odrazeny
paprsek  Detektor

Obr. 6 Schéma FTIR spektrofotometru s ATR technikou (19).
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Zvysujici se zdjem o vyuziti HA v bunééné biologii a klinické praxi zacal jiz kolem roku
1970. To védce motivovalo k vyvinuti novych metod pro jeho specifickou analyzu. V té dob¢
vsak u dostupnych metod chybéla specifi¢nost a citlivost pro méfeni HA v malém mnozstvi,
které se obvykle nachazi ve vzorcich tkani a biologickych tekutinach.

Mikrogramové mnozstvi HA mize byt kvantifikovano riznymi zptsoby. Nejstarsi
a nejrozsahlejsi byly zalozeny na kolorimetrickém principu s pouzitim modifikované metody
a s vyuzitim karbazolu, ktery je dulezity pro stanoveni kyseliny hexuronové (20). V klinické
analyze se HA stanovuje elektroforézou za pomoci membrany vyhotovené z acetatu celuldzy.
Vyhodnoceni tohoto testu se muze provadét pomoci vyluGovaci chromatografie
s fotometrickou UV detekei pii nizké vinové délce (21). Citlivost a selektivita jsou vSak
nedostatecné pro stanoveni velmi nizkych koncentraci (obsazené naptiklad v krevnim
vzorku). V poslednich letech je kladen diraz na stanovovani koncentrace HA pomoci
proteinti se specifickou afinitou k HA (HAPB). Tyto proteiny byly nejdiive pouzity v rdmci
metod, které pouzivaji pro znaceni HAPB radioaktivni izotopy. Jelikoz tyto znacené proteiny
nejsou komeréné dostupné, jde o pomérné slozitou metodu (22). Z toho diivodu se méfeni HA
obvykle provadi béznym radioimunotestem (RIA), ktery byl poprvé popsan Brandtem
(a kolektivem) (23) a s malymi Gpravami je ho mozné pouzit i dnes. Alternativou k RIA
metodam muze byt ,.time-resolved fluoroimunoassay* (TRFIA). Jde o ¢asové rozdélenou
imunometodu bez pouziti izotopu (7). V dnesni dob¢& nachazi nejcastéjsi vyuziti pro stanoveni
nizkych koncentraci v biologickych vzorcich pravé stanoveni pomoci ELISA testi,
a to predevs§im pomoci komeréné vyrabénych ELISA kitt.

Dale je mnoho dalsSich zpasobt, jak zjistit mnozstvi HA ve vodnych a fyziologickych
roztocich s ptidavkem barviv, jako je alcianova modi a nasledné méteni absorbanci (24) (25)
(26). Nékteré metody umoznuji méfeni vodného roztoku HA bez piedchozi upravy pouze
spektrofotometricky. VétSina z nich zde bude popsana a nékteré z nich budou soucasti
experimentu.

3.1 Metoda s vyuzitim thiobarbituratu

Metodu s vyuzitim thiobarbituratu rozvinul G. W. Jourdian a kol. v roce 1979 (27). Jde
0 kalorimetricky, enzymaticky, specificky a citlivy test pro stanoveni obsahu HA i ve smési
glykosaminoglykani nebo v surovych biologickych extraktech. To diky tomu, Ze enzym neni
inhibovan jinymi glykosaminoglykany. Thiobarbituratovy test vyuziva Ccistény enzym
hyaluronidaza, ktery byl ziskan izolaci z bakterie Streptomyces hyalurolyticus. Timto
enzymem je HA obsazeny v biologickych smésich Stépen na oligosacharidy a ty jsou dale
oxidovany kyselinou pyrohroznovou, kterd vznikla pii S$tépici reakci. Posledni rekci
s kyselinou thiobarbiturovou ziskdme chromofor, ktery mé4 absorpéni maximum pii 549 nm.
Tato absorbance odpovida koncentraci HA v roztoku. Tato metoda je citliva na rozmezi 5—
100 pg HA v reakéni smési. V ¢lanku (27) je popsan postup celého stanoveni s optimalnimi
podminkami. Jelikoz se cena thiobarbituratu (Obr. 7) pohybuje okolo 1 500 K¢ za 25 g a cena
hyaluronidazy je okolo 4 500 K¢, nejedna se o piili§ financné naro¢ny test, ktery by nemohl
byt proveden na Skolnim pracovisti.
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Obr. 7 Vzorec kyseliny 2-thiobarbiturové.

3.2 Metody s vyuzitim vazby HA na specificky protein

3.2.1 S vyuzitim fluorescence

Andreas Rossler vroce 1998 (7) stanovoval koncentraci HA pomoci Casové rozliSené
fluoroimunitni metody. Tento imunologicky test je zaloZzen na agregaci hyaluronanu
S monomerem proteoglykanu, s naslednou vazbou monoklonélni protilatky na keratan sulfat
proteoglykanu a biotinovany anti-mySi IgG. Po vazbé europiem znafeného streptavidinu
na biotinovany IgG je métena fluorescence pomoci fluorometru s asovym rozliSenim. Tato
metoda je pfesna a citliva a lze s jeji pomoci zméfit koncentrace pod 0,24 mg/l. Vysledky
ukézaly, Ze zplsob stanoveni ma vysokou piesnost, a je tedy vhodny pro méfeni HA v malém
mnozstvi a v riznych biologickych tekutinach (7).

Obdobna metoda je sepsana v ¢lanku z roku 2003 (28). Metoda spociva v tom, Ze desti¢ky
jsou potazeny proteiny (ziskanymi z chrupavek skotu), které na sebe vazou HA (HABP). Tyto
navazané proteiny byly postupné inkubovany se vzorky standardnich roztoki HA
a se studovanymi vzorky, jimiZ v této studii byla séra normdlnich a cirhotickych pacientd.
Ke kazdému ze vzorkil byly pfidany biotinem konjugované HABP a europiem znaceny
streptavidin. Po uvolnéni europia ze streptavidinu s lepsi rozpustnosti je finalni fluorescence
zméfena na fluorometru a odpovidd mnozstvi HA ve vzorku. Tato metoda je specificka
pro HA i za pfitomnosti proteind, nebo jinych glykosaminoglykant, jako jsou chondroitin
a heparin. Tato sendvicova technika ukazala vysokou piesnost a citlivost, je schopna méfit
opravdu malé mnozstvi a jeji detekéni meze jsou v rozmezi 0,2-500 pg/l HA v roztoku.
Metoda umoznuje velmi presnou detekci koncentrace HA, je ¢asov€ nendrocna a nevyuziva
radioaktivni materialy (28).

3.2.2 Metoda pomoci radioaktivniho znaceni

Tengblad a B. G. Laurent (22) pouzili chrupavkové proteiny zna¢ené radioaktivnim izotopem
jodu (1'%) s afinitou k HA tak, aby doslo k jejich rozdé&leni mezi HA ve volném roztoku a HA
substituovaném s agarozovym gelem. Z radioaktivity gelu bylo mozné stanovit, kolik
mnozstvi volného HA je v systému. Za zvolenych standardnich podminek se meze detekce
mizou pohybovat od 40 do 1000 ng. Ovsem standardni chyba pfi tomto stanoveni byla
15 az 20 %. Jako dalsi problém miizeme povazovat to, Ze radioaktivni znac¢eni chrupavkového
proteinu ma relativné kratky polocas rozpadu a test musi byt provadén z Cerstvé piipraveného
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materialu. Zminéné nevyhody fadi tuto metodu mezi zastaralé a dale nevhodné K pouzivani
(22).

3.2.3 Metody s vyuzitim ELISA

V roce 1985 B. Delpech se spolupracovniky (29) pouzili HA véazajici protein hyaluronectin
(HN) izolovany z lidského mozku a ke stanoveni koncentrace HA vyuzili vlastnosti ELISA
testil. Jelikoz je v této metodé potfebné navdzani hyaluronectinu na povrch mikrotitra¢nich
desti¢ek, bylo tfeba specialnich naplavovacich jamek s intermediatory pro jeho uchyceni,
nebot’ samotny hyaluronectin se vaze nepfili§ stabilné. Toto pouziti intermedidtoru vSak
ptineslo v béZzném pouzivani dalsi potize, a proto byla vymyslena metoda, kterd je uvedena
nize (30).

V roce 1986 byla vyvinuta dalsi metoda s pouzitim ELISA a to W. Kunudsonem a kol. (31).
Tento test vyuziva protildtku anti-keratansulfat. Déle tato metoda vyzaduje tpravu HA
papainem, ale tato uprava nema zadny vliv na jeho kvantifikaci. Metoda umoziuje presné
stanoveni v rozmezi 15-1 000 ng/ml, ale pouze u velkych molekul HA. U malych molekul
neni kvantifikace zcela piesna.

Metoda na bazi ELISIA

Jednd se o metodu (Enzym-linked immunosorbent-inhibition assay), ktera byla vyvinuta
vroce 1989 P. Ghoshem a P. Kongtawelertem (30) pro kvantifikaci HA. Princip metody
zavisi na specifické vazbé HA k HA-vézajici oblasti (HABR) monomert proteoglykanu.
Zbyvajici PG monomery, které se nenavazaly, byly urfeny inkubaci s monoklondlnimi
protilatkami specifickymi pro vazebné misto s naslednym piidanim polyklonalnich protilatek
proti PG monomeriim a enzymem konjugovanych protilatek. HA byla v testovanych vzorcich
kvantifikovana srovnanim jejich inhibi¢ni kapacity se standardni inhibi¢ni kiivkou
vytvofenou pomoci vysoce ¢iSténého HA. Tato metoda byla pouzita pro kvantifikaci HA
na arovni nanogramt v normalnim séru a synovialni tekutiné (30).

Komercéné vyrabéné ELISA kity

V dnesni dob& je nejjednodussi cestou pro stanoveni koncentrace HA v roztoku sahnout
po komeréné vyrabénych kitech. Jsou sice cenové drazsi nez metody (28) (22) (29) (30), ale
diky nim je stanoveni rychlejsi a pfesnéjsi. Kit obsahuje vSechny potfebné chemikalie, ndvod
K pouziti a mikrotitracni desti¢ku S jiz navazanym proteinem. Pfehled kitd znazornuje tabulka
(Tab. 1).
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. detekéni délka
citlivost cena

vyrobce rozsah . stanoveni
[ng/mi] Ing/mi] [K¢] [h]
Cusabio 0,039 0,156-10  vyrobce neuvadi 1-4,5
Corgenix vyrobce neuvadi vyrobce neuvadi nebyla zjiSténa 2
MyBioSource 1,02 2-600 9700 2-3
Echelon 25 12,5-3 200 14 350 2-3
Echelon 25 0-1 600 13 390 2-3
Usnc Life Science Inc. 2,5 7,4-600 11 820 2,5
Tab. 1: Prehled ELISA kiti pro stanoveni koncentrace HA od riznych vyrobeu, které se lisi
parametry.

3.3 Alcianova modr
3.3.1 SrazZeci metody

Jiz v roce 1973 popsal Paul Whiteman (32) kvantitativni mikro metodu s pomoci alcianové
modii 8GX (dile jen AB) ke stanoveni glykosaminoglykani. Jelikoz pfisel na to, Ze
se komplexy HA-GAG nejlépe tvoii pii pH 5,8 a v piitomnosti nizkych koncentraci soli, byl
pfipraven pracovni roztok AB o tomto pH v 0,5M octanu sodném s piidavkem MgClo.
Tvoreni komplexi bylo stanovovano v ptitomnosti riznych koncentraci MgCl,. Hrani¢ni
koncentrace MgCl> v pracovnim roztoku byla zvolena na 50 mM. Takova koncentrace je
potiebna k maximalnimu vysrazeni GAG a nejvétsimu zabudovani AB do komplext (32).

Pracovni roztok byl dale 15 minut centrifugovan a az poté piidan k roztoku GAG. Takto
piipraveny vzorek byl po dvou hodinach reakce zcenrifugovan a srazené komplexy byly
dekantaci odd€leny a promyvany etanolem a znovu centrifugovany. Barvivo ze srazenin bylo
uvolnéno disociatnim c¢inidlem Manoxolem IB rozpusténém v octanu sodném. Obsah
glykosaminoglykant ve vzorku byl poté uréen spektroskopicky (32) .

Tato metoda se zda byt levnou, ale zato ¢asov€ naro¢nou.

Dalsi srazeci metodu pomoci AB popsal C. B. Little a kol. (25) v roce 1990. Jde o metodu,
diky které lze kvantitativné stanovit mnozstvi jak HA, tak sulfatovych glykosaminoglykani
v roztoku, ktery obsahuje oboji. Test je zalozen na principu vysrazeni HA s urcitym
mnozstvim barviva z pracovniho roztoku. V testu byla pouzita alcianova modi 8GX,
rozpusténa nejprve v ethanolu a nasledné prevedena do roztoku octanu sodného s ptidavkem
MgCl.. Tento pracovni roztok byl pfidavan ke vzorkiim s obsahem HA, nasledné byl michan,
a poté zcentrifugovan. Supernatant byl odejmut do Cist¢ zkumavky a nafedén. U takto
pfipravenych namodralych roztokti byla proméfena absorbance. Kalibracni kiivka byla
vytvofena z absorbance pfi vinové délce 620 nm, coz odpovida maximu nejvyssiho piku (25).
Bylo zjisténo, Ze test je rychly a spolehlivy v roztocich obsahujicich 0 az 200mg /dl HA a 50
az 1000 mg/dl SGAG. Dale bylo zjisténo, Ze pfitomnost proteinii, hemoglobinu
a methemoglobinu v koncentracich, ve kterych se obvykle nachazeji v synovialni tekuting,
neovliviluje stanoveni (25).
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Tento zpiisob stanoveni bude experimentalné vyzkousen v této diplomové préci.

3.3.2 Stanoveni dle E. W. Golda

Edward W. Gold v roce 1979 (24) vyvinul spektrometrickou metodu, kdy diky alcianové
modii je schopen jednoduse rychle a spolehlivé urcit mnozstvi mikrogramt
glykosaminoglykant v roztoku (biologické tekutiny). Tato metoda je zalozena na odliSnosti
absorpénich spekter barviva samotného a komplexti barviva s glykosaminoglykanem.
Kalibracni kiivka byla vytvorena z absorbanci pti 480 nm, kdy linedrni nartst byl v rozsahu
5-75 ng/ml. Tato metoda, na rozdil od jinych metod, nevyzaduje vysoké teploty,
odstfed’ovani, ani sofistikované ptistroje, které jsou u jinych metod omezujici (24).
Nejvhodnéj$im rozpoustédlem pro alcidnovou modi byl po testovani riznych latek vybran
octan sodny. To proto, Ze se v ném dobfie rozpousti jak barvivo samotné, tak i jeho komplex
barviva s HA. Roztok barviva v 0,5M octanu sodném ma vSak malou stabilitu. V roztoku
dochazi k postupné agregaci barviva, proto by se mél takto pfipraveny roztok zpracovat co
nejdiive. Absorpcni spektrum roztoku samotného barviva se v ndvaznosti na stafi roztoku
zvysSuje. A proto ¢im vyssi stafi roztoku AB bude, tim vétsi bude meéfitelnd absorbance
u slepého vzorku. Kvuli t€émto agregatim se po né€kolika hodinach stafi roztoku setkavdme
s potizemi. B&hem 24 hodin se agregované barvivo zcela vysrazi z roztoku, a tudiz je po této
dob¢ roztok barviva nepouzitelny. Roztok, ktery jiz obsahuje komplex barviva s HA, také
vykazuje postupné zvySeni absorbance pii 480 nm. Toto zvySovani absorbance lze snadno
eliminovat méfenim kazdého vzorku oproti slepému vzorku, ktery ptedstavuje barvivo
samotné (24).
U této metody bylo zjisténo, Ze stanoveni neovliviiuji jednoduché cukry albumin ani
chloridové ionty nizkych koncentraci, jako naptiklad fyziologicky roztok 0,9%. Vyssi
koncentrace téchto iontli v§ak mohou ovlivnit vysledek (24).

Tato metoda byla v minulosti ovéfovana na Skolnim pracovisti s vyuzitim alcianové modie
8GX. V experimentu bylo pracovano piresné podle Goldova postupu. Vysledky této metody
vSak nebyly vyhovujici. V absorpénim spektru tohoto experimentu byly sice jisté podobnosti
s Goldovymi vysledky (piky minima okolo 480 nm), nicméné z hodnot absorbance ziskanych
pii uritém minimu (pf. 490 nm) nebylo moZné vytvofit kalibra¢ni ptimku. Z vyslednych
absorbanci v nejniz§im bodé¢, je 0,04% roztok HA, coz odpovida 40 pg/ml. To také
neodpovidalo Goldové absorpénimu rozmezi (19).

Proto byla déale promé&fena stalost roztoku alcianové modie v case. Vzhledem k tomu, Ze
Gold ve své metod¢ popisuje to, Ze je barvivo stabilni po dobu jedné hodiny, toto méteni jeho
tvrzeni nepotvrdilo. Po patnacti minutach méfeni se totiz absorbance radikalné¢ zmeénila, coz
bylo zplsobeno tvofenim agregati octanu s barvivem. Nelze tedy konstatovat, ze by AB
Vv octanu byla stabilni (19).

Dale byla prométena a vizualné sledovana rozpustnost AB jak v octanu sodném, tak
ve vodé. Z vysledkd vyplyva, ze AB je daleko stabilnéjsi ve vodé nez v octanu sodném, coz
mizeme vidét na obrazku (Obr. 8).
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Obr. 8: Roztoky AB tieti den po rozpusténi, ve vodeé je roztok stale ¢iry (vlevo), kdeZto roztok AB
Vv octanu sodném sedimentoval (vlevo) (19).

Na zaklad¢ toho byla prométena koncentra¢ni fada roztoktit HA ve vodé s vodnym roztokem
alcianové modfe. Pii pouZiti slepého vzorku vodného roztoku barviva vysly vSechny
absorbance zaporné, coz byl disledek odbarvovani roztoku AB se zvySujici se koncentraci
HA. Proto byla celd koncentra¢ni fada proméfena proti samotné vode. Vysledek byl takovy,
ze v grafu nebyly pouze piky minima (480 nm), ale i maxima (625 nm). Ani z téchto vysledki
vSak nebylo mozné sestrojit kalibracni kiivku. Hodnoty sice klesaly s rostouci koncentraci,
ale nerovnomérné (19).

Ma diplomova prace se bude zabyvat rozsifenim a vylepSenim této metody, jelikoZ se zda
velice jednoduchou, rychlou a levnou. Pro pouziti na Skolnim pracovisti by byla tato metoda
idedlnim fesenim.

3.3.3 DalSi metody

Alcianovou modi také vyuzil N. Seno a kolektiv (26) k zjisténi mnozstvi individualnich
glykosaminoglykant ve vzorcich pomoci elektroforézy. Jde o kolorimetrickou metodu, kdy
se alcidnovou nebo toluidinovou modifi barvi foretogram. Po odbarveni foretogramu vzniknou
komplexy barvivo-glykosaminoglykan, a ty jsou nasledné izolovany, rozpusStény a
disociovany do roztoku. Mnozstvi barviva v roztoku je - podle intenzity zbarveni a schopnosti
pohlcovat dané zafeni - spektrofotometricky urceno. Vysledna absorbance odpovida
koncentraci glykosaminoglykant ve vzorku (26). Pro bézné stanoveni mnozstvi GAG vSak
tato metoda neni uplné jednoducha a rychla.

Dale lze také stanovovat méd’ obsazenou v komplexech GAG-barvivo atomovou absorpéni
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3.3.4 Alcianova modr 8GX vs. alcianova modi pyridinova varianta

V praci (Ch. J. Churukaina a kol.) (33) byly porovnavany dvé varianty barviva alcianové
modii, a to barvivo alcianovd modi 8GX (dile jen AB) sesumarnim vzorcem
Cs6HesN16S2CisCu (Obr. 9) a pyridinova varianta tohoto barviva (dale jen ABp) se sumarnim
vzorcem CseHaoCiuCuN12 (Obr. 10). U téchto barviv byl pozorovan barvici vykon, obsah
barviva v tkanovém vzorku, rozpustnost a vizudlni maximum absorpce u dvou Sarzi ABp
a upcti sarzi AB.

Z vysledk této studie plyne, ze obé Sarze ABp byly stabilni, uspokojivé rozpustnosti
a s dobrou barvici schopnosti. Z péti Sarzi AB nebyla 2 barviva dostateéné stabilni a 3 Sarze
mély neuspokojivy barvici vykon a jejich rozpustnost byla omezena. Rozdily ve stabilité jsou
zpusobeny riiznym mnozstvim stabilizatoru v urcitych Sarzich. Dale je také AB mén¢ stabilni
proto, ze je nachylnéjsi k hydrolyze. Na zaklad¢ této studie lze fici, ze ABp je vynikajici
nahradou za AB (33).

N.

RHC \CHZR

Obr. 10: struktura pyridinové varianty alcianové modre.

V ptedchozich studiich ve vySe zminénych clancich bylo pouzito barveni pomoci AB.
Z ¢lanku (33) vychazi 1épe barveni pomoci ABp. Ztohoto divodu budou v této praci
pii ovéfovani metod (24) a (25) pouzity ob¢ varianty barveni (AB i ABp).
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3.4 Spektroskopické stanoveni koncentrace HA
3.4.1 Metoda s vyuzitim infracervené spektroskopie

V roce 1976 Cael (34) popsal infracervené spektrum HA pomoci FTIR. Mimo jiné bylo touto
metodou mozné zjistit orientaci molekul ve vlaknech polymeru. Nasledné Gilli (35) pouzil
zatizeni FTIR s technikou ATR (attenuated total reflectance) ,,atlum totalniho odrazu “ pro
zkoumani struktury nebo konformacnich vlastnosti né€kolika polysacharidii véetné HA, a to
jak v pevném stavu, tak i ve vodném roztoku. Vyhodou spektra vodného roztoku je potlaceni
zbytkového efektu krystalizace (36).

Jako priklad této metody je uveden experiment z roku 2006, kdy byl roztok HA s ultra-
Cistou vodou skenovan pomoci FTIR spektroskopie s ATR technikou. Byly provedeny
3 skeny pii teploté 20 °C a vinové délce 180 nm a 250 nm. Pro urceni pozadi bylo provedeno
64 skenti pfi vino&tu mezi 4 000 a 400 cm™ s rozlisenim 4 cm™. Svételnym zdrojem FTIR byl
He-Ne laser o vlnové délce 632,8 nm a vykonu 3 mW (37).

V bakalarské praci (19) byla na zaklad¢ predchozich studii stanovovana koncentrace HA
pravé pomoci FTIR s ATR technikou. M¢teni bylo provadéno dvakrat. Prvni méfeni bylo
sroztoky vrozmezi koncentraci 0,25-0,4 %, které nebyly pied samotnym méfenim
zcentrifugovany. Druhé méfeni probihalo po zcentrifugovani vzorki, jejichz koncentrace byla
v rozmezi 0,4-0,7 %. Mé&feni probihalo tak, Ze bylo nejprve zméfeno spektrum pozadi,
V tomto pripadé deionizované vody. Nasledn¢ byly prométeny vzorky samotné (19).

V prvnim méfeni se nepodatilo ziskat dostate¢né vysledky pro vytvoreni kalibrac¢ni pfimky.
Spektra absorbanci pti druhém méfeni vysla 1épe. Jak je vidét na obrazku (Obr. 11), byly zde
znatelné vzrustajici piky, a proto mohly byt vytvofeny kalibracni ptimky pii vinoétech
1 083,798 cm™ a 1 043,301 cm™. Diky tomu je tato metoda vhodna pro stanoveni koncentraci
HA v rozmezi 0,4-0,7 % (19).
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Obr. 11: Vysek z celkového spektra zavislosti absorbance na vino¢tu u druhého méfteni, tedy u
vyssich koncentraci vodnych roztokd HA, z infraervené spektroskopie (19).

V této diplomové praci se k metodé stanoveni pomoci FTIR s ATR technikou vratime
a pokusime se rozsifit nase poznani predevsim v mezich detekce.

3.4.2 Metoda s vyuzitim UV-VIS spektroskopie

V knize z roku 2006, kterou napsal J.W. Kuo, je sepsana metoda, diky které lze stanovit
koncentraci roztoku HA ve vodé pomoci UV-VIS spektroskopie. Cista kyselina hyaluronova
je sice bezbarva, ale udaje ziskané z UV-VIS mohou nést urcitou informaci o koncentraci
vzorku. Jelikoz mé hyaluronan pomérné silnou UV absorbanci v okoli 220 nm, mizeme touto
metodu pouzit pro kvantitativni rozbor ¢istého HA piti UV spektroskopii (36).

V roce 2012 H. Bilerova (38) méfila 1% roztoky HA. Na obrazku (Obr. 12) se nachazi vystup
z UV-VIS spektrofotometru, kde piky pii 220 nm Kkoresponduji s €istym hyaluronanem.
Lokalni piky pfi 260 nm poukazuji na vyskyt necistot. Méfeni probihalo pravdépodobné
u ptedem zfiltrovaného roztoku HA na mikrometrovém filtru o velikosti pora 0,22 pii pH 7,0
(38).
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Obr. 12: Graf zavislosti absorbance na vinové délce u riznych roztokd, piedevsim 1% roztok HA

v BPS (38).

V roce 2014 byly v bakalaiské praci (19) zkoumany roztoky HA rtiznych koncentraci pomoci
UV-VIS. Absorpéni spektra v8ak pti 220 nm nevykazovala zadny pik. Vyssi absorbance byla
znatelna okolo 200 nm, ale znatelny pik byl s velkym Sumem, jak je vidét na obrazku (Obr.
13). Piesto byla vytvotena kalibra¢ni ptimka z absorbanci pfi 220 nm. Tato kalibra¢ni piimka
byla linearni v rozmezi koncentraci HA 0,05-0,35 %. Dale bylo zjisténo, ze 0,5 M NaCl

neovliviyji stanoveni (19).
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Obr. 13: Piiklady grafii absorp¢niho spektra u roztoki, vpravo 0,3% HA ve vodé a vlevo 0,05% HA

ve vodé (19).

V této diplomové praci se budu dale zabyvat tim, jak toto nespecifické stanoveni mohou
ovlivnit jiné latky, jako jsou tenzidy CTAB a septonex.
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3.4.3 Metoda stanoveni koncentrace HA pomoci Rayleighova rozptylu

Metoda s vyuzitim Rayleighova rozptylu (Resonance Rayleigh scattering - RRS) poskytuje
mnoho informaci o studované latce, jako naptiklad informace o molekularni struktuie,
velikosti, tvaru a rozlozeni naboje. Tato metoda byla Gspé$né pouzita ke studiu agregace
chromofori u biologickych makromolekul. Koncentrace HA se da stanovit pravé diky
agregaci HA s chromoforem. V této metod¢ byla zvolena ethyl-violet’ (EV) (39).

Bylo zjisténo, Zze intenzita RRS je zavisld na pH, koncentraci EV a HA, iontové sile
ateploté. Experiment byl tedy tvotfen pii pH 4,4-8,0 (Britton-Robinson pufr). Dale bylo
prokazano, ze EV a HA maji sice velmi slabou intenzitu RRS, ale pokud je HA ve stopovém
mnozstvi, tvoii diky elektrostatickym a hydrofobnim silam s EV komplexy. RRS intenzita
téchto komplext je vyssi a objevuje se nové spektrum. Na zakladé tohoto jevu byla vyvinuta
jednoduché a vysoce citlivda RRS metoda pro stanoveni HA, kdy intenzita RRS je pfimo
umérna koncentraci HA (39).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Prace v laboratofi spocivala v ovéfovani vybranych nalezenych metod pro stanoveni
koncentrace HA a jejich pfipadném vylepSeni. Poté byly tyto metody zkoumany i z hlediska
mozného ovlivnéni vyslednych spekter urcitym tenzidem a déale byl zkouman samotny vzorek
supernatantu nad nami piipravenym gelem. Celkem byly ovéfeny étyfi metody, a to dvé
S vyuzitim alcidnové modie, jedna s vyuzitim FTIR a posledni s vyuzitim méfeni UV spektra.
Vsechny metody se opiraji o studie (viz kapitola 3) a také o vysledky, které byly naméfeny
v mé bakalaiské praci (BP) (19). Nékteré metody budou pouze pokracovanim namétenych dat
Z jiz zminéné BP.

Vsechna procenta jsou uvedena v hmotnosti na objem roztoku (w/v). Veskeré vodné roztoky
jsou pfipravovany v ultradisté deionizované vodé. U vSech métfeni UV a viditelnych spekter
byl pouzit dvoupaprskovy spektrofotometr Hitachi U-3900/3900H. Zasobni roztoky HA byly
pouzivany 24 hodin po namichani, kdy byly po celych 24 hodin umistény na michacce a poté
byly skladovany v lednici. VSechny centrifugace, neni-li uvedeno jinak, byly provadény
pii 4 000 otackach po dobu 3 minut.

4.1 Metody vyuzivajici alcianovu mod¥

S pomoci alcianové modfe byly zkoumany hned dvé metody. Prvni metoda je pokracovanim
BP (19), kdy bylo vychazeno z experimentu E. W. Golda (24). Tato metoda vSak nevychazela
podle ocekavani, protoze roztok alcianové modie v 0,5M octanu sodném byl pfili§ nestaly.
Proto se Vv této praci budeme zabyvat vylepSenim této metody se dvéma variantami alcidnové
modie. Druhym stanovenim je metoda, kterou jsme doposud nezkouseli. Jedna se o srazeci
metodu, kterou popsal C. B. Little a kol. (25).

411 Metodadle E. W. Golda

E. W. Gold (24) pracoval s roztokem alcianové modii o koncentraci 1,4 mg/ml v 0,5M octanu
sodného. Jelikoz se nam zdal roztok pfili§ tmavy a vysledné absorbance byly piili§ vysoké,
rozhodli jsme se, Ze tuto koncentraci snizime na polovinu a dale budeme studovat oba roztoky
0 koncentraci 1,4 mg/ml a 0,7 mg/ml. V BP jsme pracovali pfedev§im s roztokem alcianové
modii 8GX (AB). V této praci budeme pouZzivat i druhou variantu alcianové modfe, a to
pyridinovou variantu (ABp). Dale budeme také studovat, jak by v této metodé fungovala
deionizovand voda jako rozpoustédlo pro alcidnovou modt.

Pouzité chemikalie:
e Hyaluronan sodny od firmy Contipro: 750-1 000 kDa (Sarze: 214-7794)

e Alcianova modi 8 GX od spol. Sigma-Aldrich s.r.o. (Sarze: 75881-23-1)
Cs6HssN16S4C1aCu
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e Alcianova modf pyridinova varianta od spol. Sigma-Aldrich s.r.o.
Cs6H40Ci1aCuN12

e Octan sodny trihydrat p.a. od spol. Lach-Ner s.r.o. (Sarze: PP/2008/12787)
C2H3NaO2-3H.0

e Karbethopendeciniumbromid (Septonex) od firmy GNB chem,a.s. (Sarze: 910SEP002)
C21H44BrNO>

4.1.1.1 Studium vyuZiti vody jako rozpoustédla pro alcianovou modri

1. Postup — stanoveni stdlosti roztokit AB a ABp

Nejprve byla stanovena stalost roztokti, a to tak, ze byly namichany 4 roztoky alcianové
modie v deionizované vod¢, tedy roztoky AB a ABp o koncentracich 0,7 mg/ml a 1,4 mg/ml.
U téchto roztokl byla prométena absorbance na spektrofotometru Hitachi v rozmezi vinovych
délek 400—700 nm, a to kazdych 5 minut po dobu jedné hodiny a poté po 14 dnech. Jako slepy
vzorek byla pouZita deionizovana voda.

2. Postup — stanoventi stalosti roztokit AB a ABp s HA

Dale byly znovu pfipraveny vzorky barviva AB a ABp o koncentraci 0,7 mg/ml s pfidavkem
0,03% roztoku HA (2,4 ml roztoku barviva + 0,2 ml HA) piimo do plastové méfici kyvety.
Takto ptipravené vzorky jsme 10 s mixovali na vortexu. Nasledné méla byt prométena
absorbance, abychom zjistili, jak moc jsou tyto vzorky stabilni. JelikoZz se vSak ve vzorcich
objevily sraZeniny, byly oba vzorky centrifugovany a teprve poté byla prométena jejich
absorbance na spektrofotometru Hitachi v rozmezi vinovych délek 400700 nm. Centrifugace
byla provedena po 15 minutach reakce roztoku barviva s HA. Déle byly supernatanty vzorkt
méfeny po 5 minutach po dobu 25 minut, abychom zjistili, zda nenastane v roztocich zména.
Jako slepy vzorek byla pouZzita deionizovana voda.

3. Postup — kalibracni roztoky

Nasledné byla vytvotena kalibra¢ni fada roztoki HA ve vodé (0,01%, 0,03%, 0,05%, 0,07%,
0,08%). Kazdy roztok z kalibra¢ni fady jsme postupné nechali reagovat s roztoky barviva AB
a ABp o koncentraci 0,7 mg/ml v poméru 2,4 ml barviva + 0,2 ml roztoku HA. U vSech takto
vytvotenych roztoka z kalibra¢ni fady byla zméfena absorbance. Jako slepy vzorek byla
pouzita voda.
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4.1.1.2 STUDIUM S VYUZITIM OCTANU SODNEHO JAKO ROZPOUSTEDLA PRO ALCIANOVOU
MODR

Postup stanoveni:

1. Postup — stanoveni stdlosti roztokit AB a ABp

Nejprve byla stanovena stalost roztokt, a to tak, ze byly namichany c¢tyfi roztoky alcianové
modrfe. Roztoky AB a ABp o koncentracich 0,7 mg/ml a 1,4 mg/ml v 0,5M octanu sodném,
dale jen (OcS). Roztok octanu sodného byl pfipraven v deionizované vodé cerstvé pred
samotnou piipravou roztoki AB a ABp. U téchto roztoki byla proméfena absorbance na
spektrofotometru Hitachi v rozmezi vinovych délek 400-700 nm, a to kazdych 5 minut po
dobu jedné hodiny. Jako slepy vzorek byl pouzit 0,5M roztok octanu sodného. Jelikoz se po
urcité dobé objevily u vSech roztokil srazeniny, byly tyto roztoky zcentrifugovany (4 000 ot.
po dobu 3 minut) a poté byla po 5 minutach proméfena absorbance supernatanti. U roztokt
AB 15 minut a u roztokii ABp pouze 10 minut. Méfeni probihalo v rozmezi vinovych délek
400-700 nm.

2. Postup — stanoventi stalosti roztokit AB a ABp s HA

Dale byl k zcentrifugovanym roztokim AB ptfidan 0,03% roztok HA v poméru 0,3 ml
barviva a 0,2 ml HA. Znovu byla proméfena absorbance vc¢ase t=0 a 5 minut
na spektrofotometru Hitachi v rozmezi vinovych délek 400-700 nm, abychom zjistili, jak
se tento roztok chova s pridavkem HA. Jelikoz se barvivo s HA zacalo ihned srazet, byly tyto
roztoky centrifugovany a znovu byla prométena jejich absorbance v ¢ase t =0 a 5 minut.

3. Postup — stanoveni ideadlni rekcni doby roztokit AB a ABp s HA

Abychom zjistili, jestli reakéni doba HA s barvivem ovliviiuje stabilitu ¢i koneéné vysledky
absorpCnich spekter, byl z ¢asti kazdého cerstvé pripraveného pracovniho roztoku AB
nebo ABp (dale jen PRAB a PRABp) o koncentraci 0,7 mg/ml v roztoku 0,5M OcS ptipraven
jeden vzorek s 0,03% HA (2,4 ml roztoku AB nebo ABp a 0,2 ml HA). Tyto dva vzorky
a pripravené roztoky byly michany po dobu 17 hodin. Po této dobé byly znovu piipraveny
vzorky s 0,03% HA z roztoki AB a ABp. Timto jsme vytvofili celkem 4 vzorky (dva pted 17
hodinami a dva poté), které jsme zcentrifugovali (4000 otacek po dobu 3 min.). Poté byla
zm¢étena absorbance (v rozmezi 400—700 nm) supernatanti a pivodnich roztokii AB a ABp
po 17 hodinach. Jako slepy vzorek byl pouzit 0,5M roztok OcS.

4. Postup — kalibracni roztoky

Dale byla vytvofena kalibra¢ni fada vzorka HA (0,01%, 0,03%, 0,05%, 0,07%, 0,08%). Tuto
kalibra¢ni fadu jsme nechali reagovat s PRABp vytvofenym v ptfedchozim bod¢, (tedy 17
hodiny starym roztokem) v poméru 2,4 ml PRABp + 0,2 ml roztoku HA. U vSech takto
vytvotenych roztokl z kalibraéni fady byla zméfena absorbance. Jako slepy vzorek byl pouzit
0,5M roztok OcS.
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Pozn. ABp se Spatné rozpousti v roztoku octanu sodného, proto byl roztok ABp michan
na michacce s ohirevem po dobu 40 minut s nastavenim na 40 °C.

5. Postup — stanoveni stdlosti roztoku PRABp
Poté bylo provedeno stanoveni stability PRABp v Case, a to promé&fenim absorp¢nich spekter
supernatantu (centrifugace 2,6 ml PRABp) po urcitych ¢asech.

6. Postup — urceni viivu molekulové hmotnosti a stari HA na stanoveni pomoci PRABp
Nasledné byly proméfeny roztoky HA o rizné molekulové hmotnosti a staii v navaznosti
na zjisténi, zda nedojde k ovlivnéni pribéhu kalibra¢ni piimky. Absorp¢ni spektra byla tedy
prométfena u roztoki HA o koncentraci 0,05 % o molekulovych hmotnostech (130-300;
300-500; 750-1 000;1 500-1 750 kDA) a u roztokit HA o standardni molekulové hmotnosti
750-1000KkDa, jejichz staii bylo 2, 17 a 108 dni.

7. Postup — kalibracni roztoky (rozsirené)

Po tomto stanoveni byla znovu proméiena spektra kalibrac¢nich vzorkt, tentokrat vSak tato
fada byla rozSifena o krajni koncentrace (tedy celd koncentra¢ni fada obsahovala roztoky
0 koncentracich: 0,1; 0,08; 0,07; 0,05; 0,04; 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025; 0,001 %) pro zjisténi
mezi stanoveni. S ohledem na to, abychom zjistili smérodatnou odchylku tohoto stanoveni,
byla tato fada pfipravena a proméefena s PRABp celkem tfikrat. Vyhodnoceni bylo provedeno
v programu TriloByte QC. Expert 3.3. funkci linearni regrese. Vysledny graf byl doplnén
chybovymi useckami v programu microsoft excel 2013, které¢ byly vytvofeny pomoci funkce
smérodatné odchylky (Smodch. vybér).

8. Postup — stanoveni viivu tenzidu na stanoveni pomoci PRABp

Dale byl stanoven vliv tenzidu pii pouZziti této metody. V nasSem piipad€ jsme zvolili
septonex, jelikoZ tento tenzid je na této fakulté hojné vyuzivan k ptipravé antiseptickych gelt
SHA. Pravé pro analyticky rozbor téchto geli jsou zkoumany tyto metody stanoveni
koncentrace HA.

Byla tedy vytvoiena kalibracni fada roztoku septonexu v 0,15M NaCl (o koncentracich 0,5;
10; 50 a 200 mM), kterad byla proméfena stejné jako roztoky HA Vv piedchozich bodech, tedy
s PRABp. Roztok septonexu byl pfipraven v 0,15M NaCl proto, jelikoz gely jsou
piipravovany pravé v tomto roztoku z divodu zajisténi vyssi iontové sily, a v tomto piipadé
i gelace.

Pro vytvofeni kalibra¢ni ptimky roztokli septonexu a zjisténi standardni chyby jsme si
znovu vytvorili Sir$i sadu roztoki septonexu, tentokrat ve vod¢, a to o koncentracich (0,5; 5;
10; 50; 150; 200 mM). VSechny tyto roztoky byly smiseny s PRABp tfikrat a dale jsme
pokracovali stejné jako u pfedchozich stanoveni.

9. Postup — stanoveni vzorku SG

Dale byl také pro porovnani vytvofen vzorek gelu. Ten byl pfipraven smichanim 2 ml
200 mM roztoku septonexu s 1 % roztokem HA. Oba tyto roztoky byly piipraveny v 0,15M
roztoku NaCl. Dale byl tento vzorek vortexovan po dobu 15 sekund, poté byl centrifugovan
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po dobu 10 minut pti 4 000 otackach a nakonec byl od gelu oddélen supernatant (SG), ktery
jsme dale stanovovali stejnou metodou jako septonex samotny (s PRABp).

4.1.2 Metoda stanoveni koncentrace HA dle C. B. Little a kol.

C. B. Little a kol. (25) vyvinuli metodu, pomoci které 1ze kvantitativné stanovit mnozstvi jak
HA, tak sulfatovych gylkosaminoglykanti v roztoku, ktery obsahuje oboji. Princip testu je
zalozen na vysrdzeni HA s uréitym mnozstvim barviva z pracovniho roztoku. U tohoto
pracovniho roztoku s ubytkem barviva je méfeno absorpcni spektrum, které vyuziva na rozdil
od Golda maximum absorpcniho spektra. Kalibra¢ni kiivka byla vytvofena z absorbance pii
vlnové délce 620 nm, coz odpovidda maximu nejvyssiho piku. Toto stanoveni vyuziva
rozpus$téni alcianové modiec 8GX (AB) v etanolu. V této praci jsme chtéli vyzkouset i druhou
variantu této modie (ABp), ale jelikoz se v etanolu velmi $patné rozpousti, od této varianty
stanoveni jsme nakonec upustili. Nasledn¢ jsme tuto metodu vyzkouseli bez etanolu, ¢ili jsme
pracovni roztok vytvofili pomoci rozpusténi AB a ABp v octanu sodném. Toto stanoveni se
1i$1 od toho Goldova predevsim piidavkem MgClo.

Toto stanoveni by mohlo byt vhodné&jsim feSenim nez ptredchozi s PRABp, jelikoz ma byt
citlivé, jak je patrné ze ¢Elanku (25), v roztocich obsahujicich 0 az 200 mg/dl HA, coz
odpovida 0 az 0,02% roztoku HA. V naSem stanoveni jsme vSak proméfili kalibra¢ni fadu az
do 0,1% roztoku HA. Diky takto nizkym mezim stanoveni bychom mohli odhadnout
koncentraci HA ve vzorku supernatantu nad stanovovanym gelem.

Pouzité chemikalie:
Chemikélie v tomto stanoveni jsou stejné jako u pfedchozi metody dle Golda a navic zde
mame jest¢ chemikalie popsané nize.

e Chlorid hotecnaty hexahydrat p.a. od spol. Lach-Ner s.r.o (Sarze: 30601 0503)
MgCl2-6H20

e Absolutni etanol 100% od firmy VWR International S.A.S (Sarze:15F180515)

4.1.2.1 Etanol jako rozpoustédlo pro alcianovou mody

Postup stanoveni
Jelikoz vSechny roztoky pro tuto metodu byly v plivodnim ¢lanku pfipravované v roztoku
PBSS, taktéz i my jsme vSechny roztoky takto pfipravovali. Proto jsme nestanovovali
koncentraci HA ve vod¢, ale ve fosfatovém pufru (dale jen PBSS). Nejprve byl pfipraven
roztok 0,1% HA v PBSS, ktery jsme nechali 24 hodin michat, po této dobé byl roztok
rozfedén v PBSS na kalibra¢ni fadu o koncentracich (0,001; 0,0025; 0,005; 0,0075; 0,01;
0,02; 0,03; 0,05; 0,07 a 0,1 %).

Pro ptipravu pracovniho roztoku byla pouzita alcidanova modi 8GX, ktera byla rozpusténa
ve 100% etanolu tak, aby vysledny roztok alcianové modie v etanolu (dale jen ABE) byl 2%.
Tento roztok mize byt podle ¢lanku predpiipraveny o tii tydny pfed samotnym stanovenim.
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Dalsi roztok, ktery byl pfipraven, byl 0,5M octan sodny pravé v roztoku PBSS a dalSim
vzorkem byl 1M MgCl,, taktéz v PBSS. Pracovni roztok (dale jen PRAB) byl vytvoien
smichanim roztokd v objemovém poméru roztok octanu sodného : ABE : roztok MgCl2
(18:1:1). Takto vytvoieny PRABe ve fosfatovém pufru byl déle ptidavan k pfedem piipravené
kalibra¢ni fad¢€ roztok HA.

Ptiprava vzorku k vlastnimu stanoveni absorpéniho spektra byla nasledujici:
Do entrifugacnich zkumavek bylo napipetovano 200 pl vzorku roztoku HA (v PBSS) + 1 ml
pracovniho roztoku. Takto pfipravené vzorky byly 30 sekund vortexovany a nasledné byly na
15 minut postaveny na michacku. Poté byly tyto vzorky zcentrifugovéany, tentokrat 3 000
otacek po dobu 3 minut. Ze zcentrifugovanych vzorkl bylo odebrano 500 ul supernatantu do
ptedem piipravenych ¢istych a suchych vialek. Do téchto vialek byly dale ptidany 3 ml PBSS
pro nafedéni stavajiciho supernatantu, aby vysledna absorpcni spektra méla nizsi absorbanci.
Tyto vysledné roztoky byly vortexovany 15 sekund a poté nechany 5 minut stat v pokojové
teploté 20 °C. U takto pfipravenych roztokii kalibra¢ni fady byla dale méfena absorbancni
spektra. Kalibracni pfimka byla sestavena z absorbanci pti vinové délce 620 nm. Jako slepy
vzorek jsme zde zvolili PBSS.

Tato metoda byla opakovana s tim, ze vS§echny vzorky HA a veskeré roztoky pro piipravu
PRABe byly pfipravené ve vodé a nikoli ve fosfitovém pufru. To ztoho davodu, ze
se zajimame piedevSim o stanoveni koncentrace HA pravé ve vodném roztoku. Jako slepy
vzorek u méteni absorpénich spekter roztok byla v tomto Stanoveni pouzita deionizovana
voda.

4.1.2.2 Octan sodny jako rozpoustédlo pro alcianovou mody

Jelikoz se nam nepodafilo dosahnout vysledkd a citlivosti, jak uvadi ¢lanek (25), rozhodli
jsme se, ze celé stanoveni provedeme jest¢ jednou Stim rozdilem, Ze AB nebudeme
rozpoustét v etanolu, ale v octanu sodném. Daéle jsme pfi této obméné vyzkouseli i druhou
variantu alcianové modie (ABp), a to diky tomu, Ze se v octanu na rozdil od etanolu rozpousti
1épe.

Postup stanoveni:
Tento postup je stejny jako v predchozim bodé (ptipravy s PBSS), s vyjimkou piipravy
roztoku AB, ktery nebyl rozpustén v etanolu, ale v 0,5M octanu sodném. Pracovni roztok byl
tedy pfipraven smichanim jednoho mililitru 1M MgCl. a 19 mililitra roztoku AB v octanu
sodném. Koncentrace AB byla zvolena tak, aby vysledna koncentrace v pracovnim roztoku
byla stejné jako u ptfedchoziho stanoveni, tedy 0,1% AB ve vysledném pracovnim roztoku
(déle jen PRABO).

S pomoci tohoto PRABO, ktery byl pfidan k pfedem ptipravené kalibra¢ni fadé roztokit HA
o koncentracich (0,002 5; 0,005; 0,01; 0,03; 0,07 %), byla stanovena jejich spektra a dale byla
snaha o vytvofeni kalibra¢ni pfimky ze zvolené absorbance.

Tento postup byl znovu zopakovan s tim rozdilem, ze AB byla zaménéna za ABp, ¢imz
vznikl pracovni roztok PRABpo.
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4.2 UV-VIS spektroskopie

Experiment byl proveden Kk doplnéni informaci, jelikoz nevime, jaky vliv ma na stanoveni
(kapitola 3.4.2) centrifugace roztoki HA, molekulova hmotnost HA a také jak by mohla
stanoveni ovlivnit pfipadna existence tenzidli, v naSem piipadé CTAB a septonexu.

Pouzité chemikalie:
e Hyaluronan sodny od firmy Contipro: 15-30 kD (8arze: 213-6481)
100-300 kDa (Sarze: 214-7794)
750-1 000 kDa (Sarze: 214-7794)
1 500750 kDa (Sarze: 213-5226)

e Cetyltrimethylammonium bromid (CTAB)
C19H42BrN

Br
HSC\;/CH?)
\/\/\/\/\/\/\/\/ \CH3

Obr. 14: Chemicka struktura cetyltrimethylammoniumbromidu (CTAB).

e Karbethopendeciniumbromid (Septonex) od firmy GNB chem,a.s. (Sarze: 910SEP002)

Co1H4BrNO»
O
/\/\/\/\/\/\/\)J\O/\
+

Obr. 15: Chemicka struktura karbethopendeciniumbromidu (Septonex).
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Postup stanoveni:

Abychom zjistili, jestli stanoveni koncentrace HA s vyuzitim méteni UV spektra neovliviiuje
jeji molekulova délka, bylo provedeno méfeni absorbance v UV oblasti u roztokl z riznou
molekulovou délkou. Déle byla provedena centrifugace pro zjiSténi vlivu rozpusténych plynt
ve vzorku. Stejné méfeni bylo provedeno i u vodnych roztokti CTAB a septonexu.

1. Postup — urceni vlivu molekulové hmotnosti HA na stanoveni

Pfipravili jsme vodné roztoky HA 0 riznych molekulovych hmotnostech (15 kDa, 100 kDa,
750 kDa a 1,5 MDa) o koncentraci 0,1 %. U téchto roztokti byla proméiena absorbance
na piistroji Hitachi v rozmezi vinovych délek (190-400 nm). Nasledné¢ byly tyto roztoky
zcentrifugovany (3 min 4000 ot.) a znovu doslo k proméfeni jejich absorbance.

2. Postup — urceni viivu tenzidit na stanoveni

Byly pfipraveny vodné roztoky CTAB a septonexu o riznych koncentracich: 10 mM, 0,5 mM,
0,2 mM a 0,1 mM. U téchto roztokli byla proméfena absorbance na spektrofotometru Hitachi
v rozmezi vinovych délek (190-400 nm). Poté byly roztoky centrifugovany a znovu
proméieny.

3. Postup — metoda standardniho pridavku

Nésledné byla provedena metoda standardniho ptidavku, kdy do vzorku SG byl pipetovan
stejny objem kalibra¢nich koncentraci HA. Tato metoda byla zvolena proto, aby septonex,
ktery se pravdépodobné v SG vyskytuje a ovliviiuje stanoveni HA, vnesl do celého stanoveni
standardni chybu, a tim jsme mohli urcit skute¢nou koncentraci HA.

Byly tedy pfipraveny 4 standardni ptidavky HA o koncentracich (0,02; 0,04; 0,06; 0,8 %)
a tyto pridavky byly pfidavany ke stanovovanému vzorku v poméru 1:1. Poté byla u téchto
vzorkd proméfena absorbance v oblasti UV.

36



4.3 Infracervena spektroskopie s vyuzitim ATR techniky

V bakalaiské praci jsme se timto stanovenim zabyvali téz. Absorpéni spektra koncentraci byla
proméfena v rozmezi 0,4-0,8% HA. Jelikoz jsme vyss$i koncentrace neprométovali a nizsi
koncentrace byly sice prométeny, ale pred samotnym méfenim nebyly, na rozdil od ostatnich
vzorkl, centrifugovany, byla mez stanoveni koncentrace HA u téchto kalibra¢nich vzorku
stanovena praveé na rozmezi koncentraci 0,4-0,8% HA s pravdépodobnosti, ze by mohla tato
metoda byt pfedev§im vhodna pro vys$si koncentrace.

Na zaklad¢ tohoto stanoveni jsme se rozhodli rozsitit kalibra¢ni fadu roztokli a proméfit
I niz§i koncentrace, které sice v BP do kalibra¢ni piimky nezapadaly, ale to mohlo byt
zpusobeno pravé nezcentrigufovanim roztokll. Proto ndmi rozsitena kalibracni fada roztokt
HA bude zcela zcentrifugovana. Dale bylo nasim cilem proméfit absorpcni spektra
kalibra¢nich roztokl tenzidu a také zméfit absorpéni spektrum u vzorku SG.

Pouzité chemikalie:
e Hyaluronan sodny od firmy Contipro: 750-1 000 kDa (Sarze: 214-7794)
e Karbethopendeciniumbromid (Septonex) od firmy GNB chem,a.s. (Sarze: 910SEP002)
C21H44BrNO>

Postup stanoveni:

Byla pfipravena kalibra¢ni fada roztokti HA o koncentracich (0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,06;
0,08; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 %) v deionizované vod¢. Tato kalibra¢ni fada byla nafedéna
z pfedem (den michani) pfipraveného roztoku HA o koncentraci 1%. Obdobné byla
piipravena 1 kalibra¢ni fada roztokii septonexu (také v deionizované vod¢) 0 zastoupeni
koncentraci (0,5; 5; 10; 50; 150 mM). Do centrifuga¢nich zkumavek byly odpipetovany 2 ml
od kazdého roztoku HA, septonexu i1 vzorku SG, poté byly zcentrifugovany po dobu 3 minut
pti 4 000 otackach.

Zcentrifugované vzorky byly postupné proméfeny na FTIR spektrofotometru s ATR
technikou. Nejprve bylo zméteno spektrum pozadi tak, Zze bylo na ATR krystal (technicky
diamant) kapnuto 200 ul, vnasem piipad¢, deionizované vody tak, aby byl vzorek
v dokonalém kontaktu s timto krystalem sohledem na dostateény prinik zareni ve formé
evalescentni viny do vzorku. Nasledné bylo proméfeno absorpéni spektrum v rozmezi vino¢tl
4 000-0 cm™. Po proméieni pozadi byla z krystalu setiena voda buni¢itou vatou a nasledné
byl krystal o€i$tén ethanolem. Méteni kalibracnich fad HA, septonexu a vzorku SG probihalo

obdobné.
Velmi dilezité je, aby byly roztoky pfed stanovenim odstfedény, abychom docilili co

nejmensi koncentrace rozpusténych plynli v stanovovaném vzorku, protoZe tyto plyny mohou
zkreslovat spektrum, a to predev§im méné koncentrovanych vzorkd.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Metody vyuzivajici alcianovou mod¥

5.1.1 Metodadle E. W. Golda

5.1.1.1 Studium vyuZiti vody jako rozpoustédla pro alcianovou modri

1. Stanoveni stalosti roztokit AB a ABp

Oba vodné roztoky (AB a ABp) byly po namichani modré a ¢iré, viz (Obr. 16). AB se ve
vodé rozpousti velmi dobfe na rozdil od ABp, kterda se nepodaiila ani pii opakovaném
zahiivani a tfepani dokonale rozpustit a vzdy zGstaly malé krystalky na dné vialky. Diky
naméfené absorbanci obou roztokid mizeme konstatovat, ze roztoky zdstavaji stabilni nejen
po dobu jedné hodiny, jak je vidét na grafu (Obr. 17), ale i po 14 dnech, jelikoZ je jejich
absorbance stale stejna a v ¢ase se nemeéni.

2. Stanoveni stalosti roztokit AB a ABp s HA

Dale byly pouzivany pouze roztoky o koncentraci 0,7 g/ml, jelikoz maji nizs$i absorbanci
(pod 1). Do téchto roztokii byla pfidana 0,03% HA v poméru: 2,4 ml roztoku
barviva + 0,2 ml roztoku HA. Jelikoz se v roztocich hned po ptidani roztoku HA objevily
cucky, staly se roztoky obtizn¢ méfitelné a z tohoto diivodu bylo nutné roztok centrifugovat.
Po centrifugaci byl supernatant stale namodraly, proto mohlo byt zméfeno jeho absorp¢ni
spektrum. Z grafu (Obr. p. 1) vyplyva, Ze zadna zména v roztoku nenastava, a to je zpusobeno
tim, ze veSkera HA byla vysrdZzena ve formé srazenin (komplext) a dale byla odd¢lena
centrifugaci. V roztoku tedy nadéle nema co reagovat.

Obr. 16: Vlevo roztok AB a vpravo roztok ABp (roztoky o koncentraci 0,7 mg/ml ve vodg).

38



14

1,2
1
8 08 ©AB 0,7 mg/ml
e ;
8 O O 6 6 0 O O 6 6 O oo O O oAB 1,4 mg/ml
= 0,6
) ' ¢ ABp 0,7 mg/ml
8 O O O O O O o o6 6 o o o o pmam
© 0,4 ¢ ABp 1,4 mg/ml
02 ¢ & 6 O O 6 O 6 O o o o o
0
0 10 20 30 40 50 60 70

¢as [min]
Obr. 17: Graf zavislosti absorbance (pti 480 nm) na ¢ase u vodnych roztoktt AB a ABp o koncentraci
0,7 mg/ml a 1,4 mg/ml.

3. Kalibracni roztoky

Po promeéteni absorpcnich spekter roztokit HA (0,01%, 0,03%, 0,05%, 0,07%, 0,08%)
s roztoky AB a ABp o koncentraci 0,7 mg/ml byla snaha o vytvoreni kalibra¢nich pifimek. Na
grafu (Obr. 18) vidime kiivky koncentra¢ni fady roztoki HA s vodnym roztokem AB.
Uz z tohoto grafu je patrné, ze kalibracni fada nebude vychdzet linearné. Pfesto jsme
kalibraéni pfimku vytvofili, a to z absorbanci pii 480 nm (dle Golda) viz graf (Obr. 19).
Z tohoto grafu lze usoudit, Ze tato metoda nebude vhodna pro stanoveni koncentrace HA.

Dale byl vytvoien stejny graf (jako u roztoku AB) pro roztok ABp, viz graf (Obr. 20).
V tomto grafu si mizeme vSimnout, Ze kalibra¢ni fada bude vychdzet linearné, avSak zalezi
na vhodném vybrani vlnové délky pro vytvofeni kalibra¢ni pfimky, protoze kiivky ubihaji
Kk jedné strané natolik, ze dochazi u né€kterych z nich K protnuti. V naSem experimentu byla
vybrana vinova délka 480 nm (dle Golda) viz graf (Obr. 21). Pii této vinové délce vychazi
kalibraéni ¥ada vcelku linearné, ale hodnota spolehlivosti R? = 0,974 pro spravné stanoveni
koncentrace HA by méla byt vyssi.

1 -
0,9 -
0,8 - .
% 07 - —0,010/0
S o6 0,03%
o
04 - R
0.3 - ——0,08%
0,2 . ; ; ; ; ;
420 440 460 480 500 520 540

vinova délka [nm]
Obr. 18: Graf absorp¢nich spekter vodnych roztokit AB (0,7 mg/ml) s riznymi koncentracemi HA (viz
legenda).
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Obr. 19: Graf zavislosti absorbanci na koncentracich roztoktt HA s roztokem AB (0,7 mg/ml) po

centrifugaci pti 480 nm (prolozeno linearni regresi).
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Obr. 20: Graf absorp¢nich spekter vodnych roztokd ABp (0,7 mg/ml) s rtiznymi koncentracemi HA
(viz legenda).
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Obr. 21: Graf zavislosti absorbanci na koncentracich roztoktt HA s roztokem ABp (0,7 mg/ml)
po centrifugaci pii 480 nm (proloZeno linearni regresi).
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5.1.1.2 Studium s vyuZitim octanu sodného jako rozpoustédla pro alcianovou mody

1. Stanoveni stalosti roztokii AB a ABp

Pti studii stalosti 4 roztoki (AB a ABp o koncentracich 0,7 mg/ml a 1,4 mg/ml) v 0,5M
octanu sodném bylo zjisténo, Ze jsou tyto roztoky velmi nestdlé. Z grafu absorbanci pii
480 nm (Obr. 22) je patrné, ze se roztoky v ¢ase méni. U absorbanci roztoki AB je vidét,
ze S Casem se zvySuji az do urCitého bodu, kde nastavd zlom a absorbance zacne klesat.
U roztoku AB ¢ = 0,7 mg/ml je viditelny zlom v 20. minuté, to je zpisobeno vznikajicimi
srazeninami (Obr. 23). U roztoku s vyssi koncentraci (AB ¢ =1,4 mg/ml) byl tento zlom
pozorovan az v 35. minuté. U vysledkd absorbanci roztoki ABp je vidét, ze u roztoku
koncentraci 1,4 mg/ml je viditelna mala odchylka, ale u roztoku o koncentraci 0,7 mg/ml
zadny posun nevidime. Také pti vizualnim stanoveni nebyly identifikovany srazeniny jako
u roztokd AB, ale roztok byl pouze zakaleny.

Z davodi vytvoreni srazenin a zakalu byly vSechny Ctyfi roztoky zcentrifugovany.

2@ ® ° ¢ AB 0,7 mg/ml
<@ ¢ AB 1,4 mg/ml
¢ ¢ ABp 0,7 mg/ml
15
§ o N N ¢ ABp 1,4 mg/ml
3 ° ® 8
= 19 N4 o ¢ ¢ o <@
o ©® (o4
2 ° ® e
@ N z L R 4 ®
05 ¢ . o o o
¢
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
¢as (min)

Obr. 22: Graf zavislosti absorbanci na ¢ase pii vinové délce 480 nm u roztoki (AB a ABp
0 koncentracich 0,7 mg/ml a 1,4 mg/ml) v 0,5M octanu sodném.

Obr. 23: Roztok AB ¢ = 0,7 mg/ml po 20 minutach reakce v 0,5M

octanu sodném.
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Diky tomu, Ze po centrifugaci byly supernatanty roztoki stale namodralé (Obr. 24), jak je
vidét na obrazku, mohla byt proméfena absorbance (opét v Case). Zgrafu (Obr. 25) je
oc¢ividné, ze roztoky ABp jsou po centrifugaci stabilni, kdezto u roztokti AB absorbance stale
roste. Vizualné vSak roztoky neprojevovaly zadné zmény.

2. Postup — stanoventi stalosti roztokit AB a ABp s HA

Po ptfidani 0,03% vodného roztoku HA k zcentrifugovanym roztokiim bylo zjisténo, Ze tento
roztok neni stabilni, jelikoz HA zacalo sroztokem barviva hned reagovat ve formé
vysrazenych vlocek. Proto byly roztoky opét centrifugovany. Po proméfeni takto
ptipravenych vzorkl bylo zjisténo, Ze tyto roztoky jsou stabilni po dobu nejméné 15 minut.
Proto jsme dosli ke stanovisku, ze po centrifugaci roztoki by mohla byt stanovena
koncentrace HA.

Obr. 24: Vlevo roztok AB 1,4 g/ml a vpravo roztok AB 0,7 g/ml v 0,5M octanu sodném
po centrifugaci.

0,7 9 AB 0,7 mg/ml
06 < o <o ¢ AB 1,4 mg/ml
¢ ABp 0,7 mg/ml
< © 2
05 ¢ ABp 1,4 mg/ml
3
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203 °
2 9
0,2
0,1 ° ® @ o
0
0 5 10 15

¢as (min)
Obr. 25 Graf zavislosti absorbanci na ¢ase pii vinové délce 480 nm u roztoki (AB a ABp
0 koncentracich 0,7 mg/ml a 1,4 mg/ml) v 0,5M octanu sodném po centrigugaci.
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3. Stanoveni idedlni rekcni doby roztokit AB a ABp s HA

Roztoky AB a ABp (¢ =0,7mg/ml) byly zakalené hned po namichani. Po 17 hodinach byl
roztok ABp stale cely zakaleny, kdezto roztok AB se zacal rozdé€lovat, jak je patrné z obrazku
(Obr. 26). Z tohoto divodu byly oba roztoky roztiepany jesté pred pipetovanim do vzorkt
HA.

Po centrifugaci 4 vzorkti (AB a ABp s 0,03% HA, pol7 hodinach a 40 minutach reakce)
bylo zjevné, ze u vzorkli s AB se vysrazel HA s veskerym barvivem, jak je vidét na obrazku
(Obr. 27). Jelikoz supernatant zustal ¢iry, byla absorbance zjisténa pouze orienta¢né a zméien
byl pouze vzorek, ktery reagoval s HA 40 minut. Absorbance vzorki s AB byly
po centrifugaci rovné nule, proto jsme s touto variantou modfe déle nepracovali. S ABp byly
i po centrifugaci supernatanty vzorkt stale modré, proto byla proméiena absorbance u obou
vzorkd, jak u vzorku ABp s HA, které reagovaly 17 hodin, tak u vzorku ABp s HA, které
reagovaly 40 minut. U kazdého z téchto vzorkll byla jest¢ dvakrat proméfena absorbance
v Case, aby bylo dokazano, Ze je supernatat stabilni. Z grafu (Obr. 28) je zfejmé, Ze vzorek
s ABp po centrifugaci je stabilni po minimalni dobu 30 minut, jelikoz se spektra absorbanci
po tuto dobu stale piekryvaji. Diky stabilité tohoto vzorku jsme piesli k vytvoreni kalibra¢ni
fady roztoki HA.

4. Kalibracni roztoky

Kalibra¢ni piimka byla vytvofena z absorbanci roztoki HA (c =0,01%, 0,03%, 0,05%,
0,07%, 0,08%) pii vinové délce 480 nm (dle Golda). Byla vynechana posledni koncentrace
(0,08% HA), jelikoz bychom dostali nelinearni kalibra¢ni fadu, viz grafy (Obr. 29, Obr. 30).
Z hodnoty spolehlivosti kalibraéni ptimky R?= 0,999 9 lIze ¥ici, ze kalibraéni fada pfi pouZiti
této metody je velice spolehliva, jelikoZ se hodnota velmi blizi jedné. V grafu (Obr. 29) je
na kiivce absorpcnich spekter patrny maly pik pifi vinové délce 515 nm. Pfi této vinové délce
byla vytvotena kalibra¢ni fada, ktera byla také linearni. Tento pik by mohl byt jako specificky
pro tuto metodu, nicméné ho musime brat s rezervou, jelikoz u pfedchoziho méfeni, viz (Obr.
28), neni tento pik znam.

Obr. 26: Vlevo roztok AB a vpravo roztok ABp (roztoky o koncentraci 0,7 g/ml v 0,5 M octanu
sodném) po 1h od namichani.
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Obr. 27: Zkumavky se vzorky 0,7 mg/ml AB a ABp v octanu sodném s 0,03% roztokem HA. Prvni

dvé zleva jsou vzorky zcentrifugované po 40 min od ptidani HA a dalsi dv¢ jsou vzorky
zcentrifugované po 17 h od pfidani HA, kde ¢iré roztoky patii AB a modré ABp.

5 - ; ——O0min
4 - —— 40 min. (centr.)
—— 40 min. (centr.) + 10
§ 31 min.
8 —— 40 min. (centr.) + 20
5 2 min.
2 ——17 h (centr.)
S
—— 17 h (centr.)+20 min
0 ' ' ' —— 17 h (centr.)+30 min
400 450 500 550

vinova délka [nm]
Obr. 28: Graf zavislosti absorbance na vinové délce rozpusténé ABp v 0,5 M octanu sodném o celkové
koncentraci 0,7 mg/ml s piidavkem 0,03% HA. Ktivka v 0 min vypovida o roztfepaném roztoku ABp

po 17 hodinach bez HA. Ostatni kiivky patfi supernatantu, vychazi stejné bez ohledu na dobu
reakce ABp s HA.
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Obr. 29: Graf zavislosti absorbanci na vlnové délce rozpusténé ABp v 0,5M octanu sodném o celkové
koncentraci 0,7 mg/ml s piidavkem HA o rtizné koncentraci.
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Obr. 30: Graf zavislosti absorbanci PRABp s HA pii vinové délce 480 nm na koncentraci, prolozena
linearni regresi, kdy vysledné R? odpovida spolehlivosti této kalibrace.

5. Stanoveni stalosti roztoku PRABp

Pfi stanoveni stability roztoku jsme diky naméfenym absorpcnim spektrim, viz graf (Obr.
31), piisli na to, ze se roztok v ¢ase méni, a to nelinearné. Se stafim roztoku absorbance
stoupd, coz mize byt zpiisobeno vét§im rozptylenim ¢astic barviva v roztoku, a po nékolika
dnech zpatky klesa. To mulze byt spojeno s usazovanim casti roztoku. Z téchto vysledka
a vysledkl priitbéznych méfeni miizeme fici, ze PRABp je nejvhodnéjsi pouzivat den po jeho
ptipravé, kdy je tento roztok po rozpusténi ABp v octanu sodném 40 minut michan
na michacce s ohfevem na 40 °C a dale byl ponechan pfti pokojové teploté do druhého dne.
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Obr. 31: Graf znazornujici absorpéni spektra supernatantd PRABp v rtiznych ¢asovych intervalech.
Legenda udava, v jakém case byl roztok prométen od jeho pfipraveni.

6. Urceni vlivu molekulové hmotnosti a stari HA na stanoveni pomoci PRABp

Usudek pro proméfeni roztokd o rtizné molekulové hmotnosti a stafi plynul z predchozich
zjisténi, kdy jsme méfili rizné staré roztoky HA, u kterych absorbance kalibracnich pfimek
se stafim roztoku rostla, jak je vidét na grafu (Obr. p. 2). Tento vzrist byl s Casem sice
linearni, jak je vidét na grafu (Obr. p. 3), ale to mohlo byt nejspise zptisobeno tim, ze jsme pro
kazdé meéteni kalibracni piimky pouzivali jiny PRABp. Proto jsme proméfili absorpéni
spektra 0,05% roztoki HA o rizném stafi v jednom roztoku PRABp ve stejném case,
abychom zjistili, jak skuteéné ovlivni nase stanoveni. PfiSli jsme na to, Ze staii Castecné
spektrum ovliviiuje, jak je vidét na grafu (Obr. p. 4). Toto ovlivnéni vSak neni linearni, tudiz
se nam teorie o linearnim ovlivnéni nepotvrdila. Nasledn¢ bylo také stanoveno ovlivnéni
molekulovou hmotnosti roztokli HA, které opét vysledek lehce ovliviiuje, jak je vidét na grafu
(Obr. p. 5). Avsak tato ovlivnéni (jak stafim, tak molekulovou hmotnosti) mohou byt zahrnuta
do standardni chyby stanoveni, jelikoZ smérodatna odchylka u stanoveni vlivu staii HA byla
0,00306 a u stanoveni vlivu staii molekulové hmotnosti byla 0,007 14. Proto byla tato
metoda s vyuzitim PRABp provedena znovu pro stanoveni standardni chyby.

7. Kalibracni roztoky (rozsirené)

Pro stanoveni standardni chyby byly kalibracni vzorky, rozsifené o krajni koncentrace,
pfipraveny a proméieny piesné 3 krat. Vyslednd kalibracni pfimka absorbanci je vidét
na grafu (Obr. 32), kdy jsme do ni nezahrnuli krajni koncentrace 0,005; 0,002 5 a 0,001%
roztok HA, jelikoz by tyto koncentrace nepokracovaly V linearité. Z téchto dat, ktera byla
vyhodnocena pomoci programu QC Expert, jsme stanovili rovnici pifimky linearni regrese,
ktera zni: y=(-1,4003+0,028 2)x +0,324 1+ 0,001 7, kdy hodnoty za =znakem =+
odpovidaji standardni chybé tohoto stanoveni. NejvysS§i smérodatnd odchylka u tohoto
stanoveni byla stanovena na 0,007 8 a to u koncentrace 0,07%. V grafu (Obr. 32) mizeme pii
této koncentraci pozorovat nejvétsi chybovou usecku. Primérnd odchylka tohoto stanoveni
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byla 0,0034 4. Z tohoto vysledkti mizeme usoudit, ze vliv stafi a molekulové hmotnosti, viz
ptedchozi bod mohou byt kvili této chybé stanoveni zanedbatelné.

Z vysledkt také plyne, ze stanoveni koncentrace HA je mozné od koncentrace 0,01%,
nebot’ od této koncentrace je kalibra¢ni ptimka linearni. Jelikoz roztoky byly proméieny
pouze do koncentrace 0,1% , mizeme fici, Ze do této hodnoty mliZzeme bez probléml méfit
koncentraci HA ve vodnych roztocich.
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Obr. 32: Graf zavislosti absorbanci priméru tii roztokit PRABp s HA na koncentraci HA, prolozeny
kalibracni ptimkou, s vynechanymi body nejniz§ich koncentraci. Kalibra¢ni body jsou opatfeny
chybovymi useckami, kde nejvyssi chybu miizeme vidét u koncentrace 0,07%.

8. Stanovent? viivu tenzidu na stanoveni pomoci PRABp a Stanoveni vzorku SG

U prométeni tenzidu pro zjiSténi, zda neovliviiuje vysledné kalibra¢ni spektrum, jsme pfisli na
to, Ze ani septonex o koncentraci 200 mM neovliviiuje kalibra¢ni spektra o koncentraci HA
¢ =0,01 % a vyssi. Ta je v této metodé urcena jako dolni mez pro stanoveni koncentrace HA.
Tato zjisténi jsou patrna z grafu (Obr. 33). Z téhoz grafu je také mozné vycist, ze absorpéni
spektrum vzorku (supernatantu nad gelem) se nachdzi mezi absorpénimi spektry 50mM
a200mM roztoku. Ztohoto zjisténi vyplyva, Ze touto metodou nebude mozné urcit
koncentraci HA ve vzorku, avSak jsme jiZ schopni urcit, Ze se tato koncentrace bude nachazet
pod hodnotou ¢ = 0,01 %.

Toto méfeni nam piineslo zjisténi, ze touto metodou (s PRABp) Ize stanovit koncentraci
septonexu, a to diky tomu, Ze septonex na sebe vaze barvivo stejn€ jako HA. Proto mohla byt
vytvorena kalibra¢ni ptimka roztoki septonexu pii vinové délce 480 nm. Z grafu (Obr. 34) je
patrné, ze hodnoty tvofici kalibraéni ptimku vychazi téméf linearné, S vyjimkou prvniho
kalibra¢niho bodu, ktery je ¢ = 0,05 mM, a tudiZ byl u vytvoteni linearni regrese vynechan.
Lze tedy fici, Ze stanoveni septonexu pomoci této metody lze provést od koncentrace
septonexu ¢ = 5 mM s pramérnou odchylkou posunu v absorbancich o 0,009 7.
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Obr. 33: Graf vyseku absorpénich spekter roztoki HA, septonexu a studovaného vzorku, kde roztoky
HA maji spektra nejnizsi absorbanci, roztoky septonexu nejvyssi a studovany vzorek se nachazi mezi

absorp¢nimi spektry septonexu o koncentracich 200 mM a 50 mM.
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Obr. 34: Graf zavislosti absorbanci priméru tii roztoki PRABp se septonexem na koncentraci
septonexu v mM, prolozeny kalibra¢ni ptimkou, s vynechanym bodem nejnizsich koncentrace.
Kalibra¢ni body jsou opatfeny chybovymi tseckami, kdy primérna odchylka posunu v absorbancich
je 0,009 2.

5.1.1.3 Zhodnoceni této metody

Pfi zkoumani této metody jsme pfisli na to, ze voda jako rozpoustédlo pro alcianovou modi je
sice vhodna pouze pro rozpousténi jako takové, ale nikoliv pro stanoveni koncentrace HA,
jelikoz HA s alcianovou modfi tvofi ve vodé velmi rychle agregaty. Jelikoz u této metody
zalezi na tom, kolik barviva na sebe HA navaze, tak u vodného roztoku alcianové modie
a HA dochazi k tomu, Zze se HA hned po ptidani vysrazi a s barvivem mohou reagovat pouze
povrchové molekuly. Proto je vysledek ndhodny (jak se zrovna molekula HA zabali).
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Z tohoto divodu je pro reakci HA s alcianovou modii vhodnéjsim rozpoustédlem octan
sodny, jelikoz zvySuje iontovou silu roztoku a napomaha HA, aby se v roztoku alcianové
modie rovhomérné rozprostiel.
Jelikoz se nam nepodafilo obdrzet kvalitni vysledky pomoci Goldovy metody, byla tato
metoda upravena tak, Ze jsme roztoky pred proméfenim centrifugovali. Pro toto stanoveni
se vsak alcianovd modi 8GX neosvédcila, nebot” po centrifugaci ziistal supernatat (u kterého
jsme méli méfit absorbanci) ¢iry. Vhodnéjsi je alcianova modf pyridinova varianta, jelikoz
I po centrifugaci ziistala ¢ast barviva v supernatantu a ten se tim padem stal méfitelnym.

Zjistili jsme tedy, ze tato novd metoda ma meze stanovitelnosti koncentrace HA v rozmezi
0,01-0,1 %, kdy horni hranice mize byt vyssi, ale vnasem stanoveni jsme s vys$Simi
koncentracemi nepracovali. Dale jsme také zjistili, Ze roztok septonexu (ktery se na nasi
fakulté pouziva k ptipravé gelti s HA) také reaguje s ABp velmi podobné jako HA. Ale jeho
absorp¢ni spektra jsou u roztokd do 200 mM polozenda mimo meze stanovitelnosti HA. Nas
stanovovany vzorek (supernatant nad ptipravenym zcentrifugovanym gelem HA X septonex)
m¢él absorpéni spektrum pod mezi stanovitelnosti HA. Diky tomuto vysledku jsme usoudili, ze
je velmi pravdépodobné, ze se ve vzorku nachazi spise septonex nez HA. Také mizeme fici,
Ze tato metoda je nedostacujici pro méteni stopového mnozstvi HA, které by se ve vzorku
supernatantu mohlo nachazet.

Vedlejsim zjisténim této metody bylo, Ze diky ni muZeme stanovit koncentraci septonexu
V zatim nami zkouSeném koncentra¢nim rozmezi 5-200 mM.

5.1.1 Metoda stanoveni koncentrace HA dle C. B. Little a kol.
5.1.1.1 Ethanol jako rozpoustédlo pro alcianovou mody

Po proméfeni absorbanci roztoktt HA jsme zjistili, ze vysledna spektra maji opravdu znatelny
absorp¢ni pik okolo vinové délky 620 nm, jak je vidét na grafu (Obr. 35). Maximum pika
vSak nelezi u vSech spekter ve stejné hodnoté, ale se zvySujici se koncentraci HA ubiha
maximum od vlnové délky 610 nm k 618 nm. I piesto, Ze nebylo mozné urcit piesné
maximum, jsme se pokusili sestrojit kalibra¢ni piimku, jak pii vinové délce 610 nm (nami
ur¢ené maximum), tak i pfi vinové délce 620 nm (jak je uvedeno v ¢lanku). Bohuzel body
kalibra¢ni fady zdaleka nevykazovaly jakoukoli znamku linearity nebo exponencialni funkce,
jak je vidét na grafech (Obr. p. 6) Proto jsme se pokusili vytvorit kalibra¢ni pifimku z minima,
coz je 500 nm. Pii této vinové délce jsou kalibraéni body ¢astecné linearni Vv rozmezi
koncentraci 0,03-0,1 % HA viz graf (Obr. 36). Toto rozmezi koncentraci v§ak neodpovida
koncentracnimu rozmezi, pro které byla tato metoda vybrana.

Dale jsme toto stanoveni opakovali S vyjimkou pouziti PBSS. Misto n&j byla pouzita voda.
Vysledky spekter tohoto stanoveni muzeme vidét v grafu (Obr. 37). U téchto spekter si
muzeme vSimnout piku pii vinové délce 610 nm (u nizSich koncentraci HA) az 614 nm
(u vyssich koncentraci). Pfi vlnové délce 500 nm se nachazi minimum, ve kterém se vSak
vSechna absorpcni spektra slévaji, takze pfi této vinové délce nemohla byt sestrojena zadna
kalibra¢ni ptimka. Ta byla vytvofena pravé pii vinové délce 610 nm z koncentraci v rozmezi
0,01-0,075 % HA, jelikoz ostatni body kalibracni fady do této linearity nespadaly, jak je vidét
na grafu (Obr. p. 7). Hodnota spolehlivosti této kalibra¢ni piimky je 0,990 3, coz mizZeme
oznacit za méné spolehlivou. Navic toto rozmezi koncentraci nam uz pokryvd metoda

49



s vyuzitim PRABp. Pro ovéfeni spolehlivosti této metody bychom toto méfeni museli provést
vicekrat.
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Obr. 35: Graf absorpénich spekter roztoktt HA ( o riiznych koncentracich viz legenda) s PRABe
v fosfatovém pufru, s viditelnym pikem pii 620 nm.
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Obr. 36: Graf zavislosti absorbanci na koncentraci HA (roztokit HA a PRABe v fosfatovém pufru) pti
vlnové délce 500 nm. Body Vv rozmezich koncentraci 0,03—0,1 % jsou prolozeny linearni regresi
s vyslednou hodnotou spolehlivosti 0,989 7.
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Obr. 37: Graf absorpénich spekter roztoktt HA (o riznych koncentracich viz legenda) s PRABe
ve vodg, s viditelnym pikem pti 610 nm.

5.1.1.2 Octan sodny jako rozpoustédlo pro alcianovou modr

Po proméfeni absorbanci kalibra¢nich roztokta HA jsme zjistili, Ze vysledna spektra maji také
znatelny absorpéni pik okolo vinové délky 620 nm. Pti této vinové délce byla sestrojena
kalibra¢ni pfimka z koncentraci v rozmezi 0-0,01 % HA , jelikoZ ostatni body kalibracni fady
do této linearity nespadaly, jak je vidét na grafu (Obr. p. 8). Hodnota spolehlivosti této
kalibra¢ni ptimky je 0,995 4.

Proméfena byla také absorpéni spektra HA u metody s vyuzitim PRABpo. Tato spektra
meéla taktéz velmi vyznamny pik s maximem jiz pti 600 nm, tyto piky vSak byly v maximu
roz§umélé, jak je vidét na grafu (Obr. p. 9), proto z téchto hodnot absorbanci nemohla byt
sestavena kalibra¢ni pfimka. Toto mohlo byt pravdépodobné zpuisobeno tim, ze se hodnoty
absorbanci maxima piku pohybovaly okolo 2,5 abs. jednotek. Proto by m¢l byt roztok pied
samotnym méfenim natredén.

5.1.1.3 Zhodnoceni této metody

Tato metoda méla byt podle dostupné literatury G€innd pro stanoveni koncentraci HA
v rozmezi 0-0,02%. Pii pfesném zopakovani jsme vSak téchto mezi stanoveni nedosahli,
adokonce ani pii vytvofeni kalibracni zavislosti jsme nedosahli linearity absorbanci
kalibracnich bodd (koncentraci) pii vinové délce, kterou popisuje literatura (620 nm).
Linearni odezvu jsme u tohoto stanoveni zaznamenali pii vinové délce 500 nm, rozmezi
koncentraci HA 0,03-0,1 %.

U stanoveni ve vod¢ jsme se dostali na koncentracni rozmezi 0,01-0,075 % HA s hodnotou
spolehlivosti 0,990 3. Pti opusténi ethanolu jako rozpoustédla ve stanoveni jsme zaznamenali
linearni odezvu absorbanci pravé v rozmezi koncentraci 0-0,01 %, coz spada do mezi
stanoveni ptivodniho ¢lanku (25). Hodnota spolehlivosti u tohoto stanoveni byla 0,995 4, coz
by se dalo povazovat za pomérné spolehlivé stanoveni.
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Z tohoto meéteni tedy plyne, ze by se jim dala stanovit koncentrace HA i V nizSich
koncentracich nez je 0,01%. Pfed samotnym proméfovanim vzorku (supernatantu) by
se muselo ovéfit, jak je opravdu tato metoda spolehliva a citliva. Toto bychom provedli
viceCetnym stanovenim stejné kalibracni fady. Dale by bylo vhodné proméfit, jak by mohl
stanoveni ovlivnit septonex.

5.2 UV-VIS spektroskopie

1. Urceni vlivu molekulové hmotnosti HA na stanoveni

Z grafu absorbanci roztokd HA ve vodé¢ (Obr. 38) je patrné, ze vSechny roztoky maji stejnou
absorbanci. Z toho plyne, Ze u tohoto stanoveni nezalezi na molekulové délce HA a stanoveni
neovliviiuji rozpusténé plyny.

2. Urceni viivu tenzidii na stanoveni

Z grafii (Obr. 39 a Obr. 40) absorbanci roztokiit CTAB a septonexu je patrné, Ze absorbuji pii
podobnych vinovych délkach jako HA, proto by se pifi méfeni roztoku Septonexu s HA
piekryvaly a nedostali bychom kvantitativni vysledek o mnozstvi HA v roztoku. Z grafu je
také patrné, Ze centrifugace nema na toto stanoveni zadny vliv.
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2 i
100 kDa
D
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I
o]
S ——15 kDa zcentr
2 1
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0 T T T - 1 T T
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Obr. 38: Graf absorpéniho spektra vodnych 0,1 % roztokt HA rtiznych molekulovych délek (15 kDa,
100 kDa, 750 kDa a 1,5 Mda) pted a po centrifugaci.
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Obr. 39: Graf absorp¢niho spektra vodnych roztokit CTAB o riznych koncentraci (10 mM, 0,5 mM,

absorbance

0,2 mM a 0,1 mM) pied a po centrifugaci.
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Obr. 40: Graf absorp¢niho spektra vodnych roztoka septonexu o rtiznych koncentraci (10 mM,

0,5 mM, 0,2 mM a 0,1 mM) pted a po centrifugaci.

3. Metoda standardniho pridavku

U provedeni kalibrace pomoci standardniho ptidavku jsme se setkali s problémem, ze vzorek
SG spridavkem HA se zacal ihned zakalovat, jak je vidét na obrazku (Obr. 41). Jelikoz
puvodni naméteny roztok SG je Ciry, tento zakal by velice ovlivnil toto stanoveni. Jiz pfi
pfidavku o koncentraci 0,04 % HA po 30 sekundach se HA zroztoku vysrazel ve formé
vlocek, jak je vidét na obrazku (Obr. 42). Mizeme tedy konstatovat, ze tvofeni kalibrace
pomoci standardniho ptfidavku je pro tento vzorek SG velice nevhodné. Toto se tyka

i stanoveni vysledku s roztoky alcianovych modfi.

Toto vyhodnoceni tedy vypovida o tom, Ze ve vzorku SG je v pfevaze septonex, jelikoz
s HA reaguje velmi rychle a vysledkem je opravdu vyrazny zakal. Také zde muzeme
pochybovat o ptipadném vyskytu HA v tomto vzorku.
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Obr. 41: Vzorky SG se standardnim piidavkem HA o koncentraci (zleva) 0,02; 0,04; 0,06 a 0,8 %
Vv poméru 1:1.

el

Obr. 42: VVzorek SG s 0,04% HA v poméru 1:1 po 30 sekundach reakce, kdy byl tento roztok
rozttepan.

5.2.1 Zhodnoceni této metody

Z vysledkll plyne, Ze na stanoveni koncentrace HA s vyuzitim UV spektra nema vliv
molekulova délka HA, ale toto stanoveni nelze provadét v pritomnosti tenzidid. Doufali jsme,
ze s odstfedénim roztokl by vysledné spektrum mohlo byt specifictéjsi ve formé cCistého piku
bez Sumu. Tato teoric se vSak nepotvrdila, protoze odstiedéni plynt zroztoku nema
na stanoveni zadny vliv. Dale jsme zjistili, Ze zkoumani vzorku SG pomoci kalibra¢ni metody
pomoci standardniho pfidavku je nevhodné, protoze se s pfidavkem HA ihned srazi. Diky
tomuto zjisténi je patrné, Ze ve vzorku se bude nachazet vétsi mnozstvi tenzidu.

Jelikoz je tato metoda malo specificka a tenzidy ji mohou rusit, neni vhodna pro predni ucely
na Skolnim pracovisti, ale hodi se pro stanoveni koncentraci HA v ¢istych vodnych roztocich.

5.3 Infracervena spektroskopie s vyuzitim ATR techniky

v

Po zméfeni absorpénich spekter kalibracnich roztoki HA jsme zjistili, Ze nejspolehlivéjsi
charakteristické pasy se nachazeji v rozmezi vlnoétd 1 130-1 065 cm™a 1 085-1 020 cm™ .
Prvni rozmezi odpovida vibraci C-OH v sekundarnich alkoholech a také vibraci C-O-C
v gylkosidu, druhé rozmezi odpovida vibraci C-OH v primarnich alkoholech. V grafu (Obr.
43) jsou tyto pasy ve formé piku velmi znatelné hlavné u koncentraci od 0,2 % HA, absorp¢ni
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spektra pod touto koncentraci jsou jiz méné specificka. Celkové spektrum absorbanci miizeme
vidét v piiloze (Obr. p. 10), kde jsou znatelné i dalsi, ale ne tolik specifické piky absorbanci.
Z maxim specifickych pikil byly vytvoreny kalibra¢ni ptimky, viz graf (Obr. 44). Linearni
kalibrace byla vytvofena z maxim pikll v rozmezi koncentraci 0,061 %, jelikoz v tomto
rozmezi byla kalibra¢ni pfimka zcela linearni. Z grafu linearni funkce mtzeme vycist, Ze toto
stanoveni je celkem piesné, jelikoz hodnota spolehlivosti R? vychdzi u obou piimek (piimky
pfi vinoétu 1 041,372 cm, ktery patii vibracim primarniho alkoholu a pii vlnoétu 1 076,085
cm?, ktery patii vibracim sekundarnich alkoholit a C-O-C) nad 0,999. Pro provéieni
opravdové presnosti bychom museli toto stanoveni provést vicekrat, abychom urcili odchylku
tohoto stanoveni. Nyni vSak muzeme konstatovat, ze touto metodou jsme pfinejmenSim
schopni urcit koncentraci neznamého vzorku HA ve vod¢é v rozmezi 0,06-1 % a s velkou
pravdépodobnosti i vyssi koncentrace.

Nasledné byly zméfeny absorpéni spektra roztokl septonexu. Z vysledkii tohoto méteni
plyne, Zze nejspolehlivéjsi charakteristické pasy se nachdzeji vrozmezi vInoctl
1 750-1 690 m™* a 1 3001 150 cm, kdy oba tyto pasy odpovidaji vibraci nasyceného esteru.
Tyto dva pasy mizeme vidét jak na grafu celkového spektra (kdy druhy z téchto pasi
obsahuje dva piky), ktery najdeme v pfiloze (Obr. p. 11), nebo na grafu vyseku absorpénich
spekter (Obr. 45), kde mimo spekter septonexu muzeme také vidét absorpéni spektra roztoku
HA o koncentraci 1 % (Cervené). Toto spektrum bylo do grafu pfidano proto, abychom
nazornéji vidéli, jak velky je rozdil absorpénich spekter u téchto dvou latek. Dale bylo také do
tohoto grafu pfidano proméfené spektrum stanovovaného vzorku SG (¢erné), a to ze stejného
divodu jako spektrum HA. Diky tomuto seskupeni abs. spekter mizeme vidét znacnou
podobnost abs. spekter septonexu se stanovovanym vzorkem SG. Mohlo by se zdat, ze ve
vzorku SG se nachazi pouze septonex, ale jelikoz pomoci infracervené spektroskopie umime
zm¢étit koncentraci HA pouze od 0,06 % a u predchoziho méfeni pomoci alcidnové modie
jsme stanovili to, ze jestli se ve vzorku vyskytuje néjaké mnozstvi HA, tak bude mensi nez
0,01 %. Proto miizeme pouze konstatovat fakt, ze pokud je ve vzorku né&jaké mnozstvi HA, je
bohuZel touto metodou neidentifikovatelné.

Pro mozné stanoveni koncentrace roztoki septonexu byly z proméfenych absorbanci
vytvoreny kalibra¢ni piimky, a to z maxim pikt, které lezi ve specifickych pasech, presné
tedy z vinoéta 1 740,442; 1 250,611 a 1 199,506 cm, Tyto kalibra¢ni pfimky miizeme vidét
fady, a to absorbance pii koncentraci septonexu 0,5 mM z divodu velkého odchyleni od
kalibra¢ni pfimky, a tim velkého sniZeni koeficientu spolehlivosti. Timto vynechanim vSak
nedoslo ke zméné rovnice této piimky. Z grafu linearnich funkci miZzeme vycist, Ze toto
stanoveni je celkem ptesné, jelikoz hodnota spolehlivosti R? vychazi u viech pfimek nad
0,999. Pro provéteni opravdové presnosti bychom museli toto stanoveni provést vicekrat,
abychom ur¢ili odchylku tohoto stanoveni. Ted’ v§ak muizeme fici, Ze touto metodou jsme
pfinejmensim schopni urcit koncentraci nezndmého vzorku septonexu ve vodé v rozmezi 5—
150 mM a s velkou pravdépodobnosti i vyssi koncentrace.

Za ptedpokladu, ze by se ve vzorku SG nachazel pouze septonex, by se dala jeho
koncentrace stanovit z rovnice pfimek, které jsou ve tvaru: y =0,000 06x + 0,000 6 pro
pfimku pfi vino¢tu 1 740,442 cmy=0,00002x +0,00009 pro piimku pfi vInodtu
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1 250,611 cm™ a'y = 0,000 05x + 0,000 1 pro piimku pii vinoétu a 1 199,506 cm™. Z priméru
téchto pfimek byla stanovena mozna koncentrace septonexu ve vzorku SG na
41,86 + 1,225 mM.
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Obr. 43: Graf vyseku absorpénich spekter kalibraénich roztoktt HA s viditelnymi piky v oblasti
specifickych péasti vV rozmezi vino¢tia 1 130-1 065 cm?a 1 085-1 020 cm™,
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Obr. 44: Graf zavislosti absorbanci na koncentracich kalibraénich roztokti HA. Jsou zde znazornény
dvé fady, z nichz kazda je vytvofena z maxima piku pfi jiném vino¢tu (1 041,372 a 1 076,085 cm™).
Tyto tady jsou prolozeny funkci linearni regrese, kdy vysledna hodnoto spolehlivosti je u obou vyssi
nez 0,999. Prostfednictvim kiizki jsou v grafu znazornény koncentrace roztokd, které nebyly do
regresi zahrnuty.
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Obr. 45: Graf vyseku absorpénich spekter kalibra¢nich roztokt septonexu s viditelnymi piky v oblasti
specifickych pasti v rozmezi vlnoéti 1 750-1 690 cm™ a 1 300-1 150 cm™, kde ve druhém pésu
miuzeme pozorovat piky dva. Dale se v grafu nachazi spektrum roztoku HA o koncentraci 1 %
(Cervené) a také spektrum vzorku SG (Cerné). To piedev§im pro porovnani absorp¢nich spekter vzorku
se spektra septonexu a roztoku HA.
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Obr. 46: Graf zavislosti absorbanci na koncentracich kalibra¢nich roztoki septonexu. Jsou zde
znazornény tii fady, z nichz kazda je vytvorena z maxima piku pii jiném vinoctu (1 740,442,
1 250,611 a 1 199,506 cm™*) Tyto fady jsou prolozeny funkci linearni regrese, kdy vysledna hodnota
spolehlivosti je u viech vyssi nez 0,999. U kalibra¢ni fady pfi vinoctu 1 740,442 cm™ byla vyfazena
prvni hodnota.
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5.3.1 Zhodnoceni této metody

Z vysledka této metody plyne, Ze pomoci IC spektroskopie jsme schopni uréit koncentraci
HA ve vod¢ v rozmezi koncentraci 0,06-1 % a s velkou pravdépodobnosti i S vyssi. Zjistili
jsme také to, ze touto metodou je mozné stanovit koncentraci vodnych roztoki septonexu, a to
vrozmezi 5-150 mM. Jelikoz jsme neproméfili i vysSi koncentrace, mlzeme pouze
predpokladat, ze tato metoda bude spolehliva i pro koncentrace vyssi nez 150 mM. Déle jsme
pfisli na to, Ze absorpéni spektrum vzorku SG se velmi podobd absorpcnimu spektru
septonexu, proto z tohoto vysledku soudime, ze ve vzorku SG bude septonex v prevaze.
Pokud se ve vzorku nachazi alespon néjaké mnozstvi HA, bude pravdépodobné ve stopovém
mnozstvi a je touto metodou neidentifikovatelné.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo nejenom shrnuti a popis jednotlivych analytickych metod pro stanoveni
kvantity hyaluronanu a vyzkousSeni ¢asti z nich na Skolnim pracovisti, ale také zkoumani vlivu
tenzidu na toto stanoveni a nasledné proméieni jednotlivych vzorkd. U kazdé z metod jsou
popsany jeji principy, zpusoby stanoveni, rozsah detekce a urcité meze, za kterych jsou tyto
metody funk¢ni. Metody, které byly vyzkouseny na Skolnim pracovisti, jsou tyto: dvé metody
pomoci alcianové modie (dle E. W. Golda a C. B. Little a kol.), metoda pomoci UV
spektroskopie a dale metoda pomoci IC spektroskopie s ATR technikou.

Tato prace byla zaméfena predevSim na mozné stanoveni koncentrace HA v supernatantu
nad zcentrifugovanym gelem, ktery byl pfipraven smichanim septonexu a roztoku HA.
Bohuzel jsme pomoci zkousenych metod nebyli schopni urcit, zda se v supernatantu néjaké
mnozstvi HA nachazi. Pomoci IC spektroskopie jsme viak dosli k zavéru, Zze pokud se
v supernatantu bude nachazet néjaké mnozstvi HA, bude pouze stopové. Jelikoz nejnizsi
moznou koncentraci, kterou jsme témito metodami schopni spolehlivé stanovit, je 0,01% HA,
a to diky nami optimalizované metodé s PRABp, kterd je postavena na zéklad¢ ¢lanku E. W.
Golda, neni mozné stopové mnozstvi uréit. Bylo sice docileno detekce HA v koncentra¢nim
rozmezi  0-0,01 %, a to modifikovanou metodou (bez vyuziti enthanolu) na zéklad¢ ¢lanku
C. B. Little a kol., avsak hodnota spolehlivosti kalibra¢ni pfimky byla 0,995 4, coz neni zcela
spolehlivé stanoveni. Navic byla uvedena metoda provedena pouze experimentalné a bez
dal§itho zkoumadni. Jelikoz tato metoda nebyla opakovéna a nebylo zjisténo, jaky ma vliv
naptiklad na stanoveni tenzid, nemiZeme ji uzaviit jako spolehlivou pfi stanoveni
koncentrace HA. Mohlo se jednat o pouhou nahodu. Pro uréeni téchto stopovych mnozstvi by
byly vice uspésné imunometody S vyuzitim vazby HA na specificky protein, nebot’ tyto
metody maji meze stanoveni obvykle v fadu ng/ml, naptiklad vyrobce (ELIZA kitu) Echelon
deklaruje rozsah detekce v rozmezi 0-1 600 ng/ml. Tyto postupy vsak na skolnim pracovisti
nebyly realizovany z divodu jejich finan¢ni naro¢nosti.

U proméfovani roztokl septonexu, jako mozného rusitele stanoveni koncentrace HA jsme
pfisli na to, Ze muzeme stanovit i jeho koncentraci, a to stejnymi metodami, jako stanovujeme
koncentraci HA. Pomoci modifikované metody s PRABp, kterd je postavena na zéaklad¢
¢lanku E. W. Golda, jsme schopni urcit koncentraci septonexu v rozmezi 5-200 mM. Toto
rozmezi jsme také schopni uréit pomoci IC spektroskopie s ATR technikou.
pomoci IC spektroskopie, jelikoZ jako u jediné metody je zde rozeznatelné spektrum roztoku
septonexu a roztoku HA. U vSech ostatnich metod se tato spektra slévaji v jedno. Na zaklade
toho se toto stanoveni hodi jak pro roztoky kontaminované septonexem, tak i pro samotné
vodné roztoky. Ostatni metody kvantifikace byly modifikovany do podoby, kdy s nimi
muzeme také stanovovat koncentraci HA, ale pouze ve vodnych roztocich.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A

AB
ABE
ABp
ATR
BP
CTAB
Da
ELISA
EV
PBSS
PRAB

PRABe

PRABoO

PRABp

PRABpo

FTIR
GAG
HA
HABP
IC
nm

OcS

absorbance

Alcidnova modi 8GX

2 % roztok alcianové modii 8GX v ethanolu

Alcianovéa modi pyridinova varianta

infraCervena spektroskopie, méfeni na krystalu, vyuziti
bakalarska prace (19)

cetyltrimethylammonium bromid

Dalton, jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da odpovidéa 1 g/mol
(Enzym-linked immunosorbent-inhibition assay) imunologicka metoda
ethyl-vilolet

fostatovy pufr

pracovni roztok alcidnové modii 8GX v 0,5 M octanu sodném o
kone¢né koncentraci 0,7mg/ml

pracovni roztok vznikly smichanim: alcidnové modii 8GX ve 100%
ethanolu o kone¢né koncentraci 2% s 1 M roztokem MgClz a s0,5 M
octanu sodném v poméru 1:1:18

pracovni roztok vznikly smichanim: alcianové modii 8GX 0,5 M
octanu sodném o kone¢né koncentraci 2% s 1 M roztokem MgCl> a
S 0,5 M octanu sodném v poméru 1:1:18

pracovni roztok alcidnové modfi pyridonova varianta v 0,5 M octanu
sodném o konecné koncentraci 0,7mg/ml

pracovni roztok vznikly smichanim: alcidnové modii pyridinové
varianty 0,5M octanu sodném o kone¢né koncentraci 2% s 1 M
roztokem MgCl. a s 0,5 M octanu sodném v poméru 1:1:18

inftaervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
glykosaminoglykan

hyaluronan sodny — kyselina hyaluronova

protein se specifickou afinitou k HA

intenzita

infracervena spektroskopie

nanometr

roztok octanu sodného 0,5 M
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le
RIA
RRS

SG

TRFIA

uv
UV-VIS

vibrac¢ni soufadnice
rovnovazna konstanta délky viny

radioimunotest

Rayleightv rozptyl (Resonance Rayleigh scattering)

stanovovany vzorek supernatant nad nami ptfipravenym gelem (HA se
septonexem)

transmitance

Casove rozlisena flouoroimunometoda (time-resolved
fluoroimunoassay)

ultrafialové zafeni

spektroskopie Vv oblasti ultrafialové a viditelné oblasti
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9 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1:

Ptiloha 2:

Piiloha 3:

Piiloha 4:

Piiloha 5:

Piiloha 6:

Ptiloha 7:

Priloha &:

Ptiloha 9:

Piiloha 10:

Priloha 11:

Graf zavislosti absorbance na vlnové délce vodnych roztoki AB a ABp
s ptidavkem 0,03% HA po centrifugaci. Méteno v casovych intervalech po 5
minutach od doby centrifugace

Graf zavislosti absorbanci roztoki PRABp s HA pifi 480 nm na koncentraci
(HA). Rozdilné tady urcuji stafi roztoku HA v poctu dni od doby pfipravy.
Vsechny fady jsou prolozeny linearni regresi, kdy vysledné R2 vychazejici
Z této regrese urcuje spolehlivost a pfesnost dané kalibracni fady.

Graf zavislosti absorbanci, roztokit PRABp s 0,03% roztokem HA pii 480 nm,
na stafi roztoku HA (ovlivnéno jinymi roztoky PRABp). Rada je proloZena
linearni regresi, ktera ndm vypovida o tom, Ze se stafim roztoku absorbance
linearné roste.

Graf zavislosti absorbanci, roztokii PRABp s 0,05% roztokem HA pfi 480 nm,
na stafi roztoku HA. Zde absorbance se stafim nestoupa. Rozdily absorbanci
jsou se smérodatnou odchylkou 0,0031.

Graf zavislosti absorbanci, roztokit PRABp s 0,05% roztokem HA pii 480 nm,
na molekulové hmotnosti roztoku HA. Absorbance u téchto roztoku sice méni,
ale tato odchylka miiZze byt zahrnuta do standardni chyby stanoveni.

Graf zéavislosti absorbanci na koncentraci u kalibra¢nich roztokiit HA s PRABe
v PBSS pii vinovych délkach 620 nm a 610 nm. Absorbance nejsou linearni,
proto nemohly byt proloZeny ptimkou linregrese.

Graf zavislosti absorbanci na koncentraci HA (roztokti HA a PRABe ve vod¢)
pfi vlnové délce 610 nm. Body v rozmezich koncentraci 0,01-0,075 % jsou
proloZeny linearni regresi s vyslednou hodnotou spolehlivosti 0,990 3.

Graf zavislosti absorbanci na koncentraci HA (roztokti HA a PRABo v PBSS)
pii vlnové délce 620 nm. Body v rozmezich koncentraci 0-0,01 % jsou
proloZeny linearni regresi s vyslednou hodnotou spolehlivosti 0,995 4.

Graf vyseku absorpénich spekter roztokit HA (o riznych koncentracich, viz
legenda) s PRABpo, s viditelnymi rozSumélymi piky pfi 600 nm.

Graf celych absorp¢nich spekter kalibracnich roztoki HA predevSim s
viditelnymi piky v oblasti specifickych pésti v rozmezi vinoctd 1 130-1 065
cm®a1085-1020 cm™.

Graf celych absorpcnich spekter kalibracnich roztokd septonexu s viditelnymi
piky v oblasti specifickych pasti v rozmezi vinoéti 1 7501 690 cm™ a 1 300—
1150 cm™, kde ve druhém pasu miizeme pozorovat piky dva. Déle jsou zde
také vidét piky okolo vino&tu 2 900 cm™, ale ty pro nase stanoveni nejsou tolik
specifické.
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10 PRILOHY
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Obr. p. 1: Graf zavislosti absorbance na vlnové délce vodnych roztokit AB a ABp s ptidavkem 0,03%
HA po centrifugaci. Méfeno v Casovych intervalech po 5 minutach od doby centrifugace.
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Obr. p. 2: Graf zavislosti absorbanci roztoki PRABp s HA piti 480 nm na koncentraci (HA). Rozdilné
fady urcuji staii roztoku HA v poctu dni od doby piipravy. VSechny fady jsou proloZeny linearni
regresi, kdy vysledné R? vychézejici z této regrese uréuje spolehlivost a presnost dané kalibra¢ni fady.
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Ptiloha 3:
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Obr. p. 3: Graf zavislosti absorbanci, roztokit PRABp s 0,03% roztokem HA pii 480 nm, na stafi
roztoku HA (ovlivnéno jinymi roztoky PRABp). Rada je prolozena linearni regresi, ktera nam

Priloha 4:
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Obr. p. 4: Graf zavislosti absorbanci, roztokii PRABp s 0,05% roztokem HA pfi 480 nm, na staii
roztoku HA. Zde absorbance se stafim nestoupa. Rozdily absorbanci jsou se smérodatnou odchylkou

0,0031.
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Ptiloha 5:
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Obr. p. 5: Graf zavislosti absorbanci, roztokli PRABp s 0,05% roztokem HA pii 480 nm, na
molekulové hmotnosti roztoku HA. Absorbance u téchto roztokl sice méni, ale tato odchylka mize
byt zahrnuta do standardni chyby stanoveni.
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Obr. p. 6: Graf zavislosti absorbanci na koncentraci u kalibra¢nich roztoktt HA s PRABe v PBSS pfi
vlinovych délkach 620 nm a 610 nm. Absorbance nejsou linearni, proto nemohly byt prolozeny
primkou linregrese.
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Priloha 7:
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Obr. p. 7: Graf zavislosti absorbanci na koncentraci HA (roztokid HA a PRABe ve vod¢) pfi vinové
délce 610 nm. Body v rozmezich koncentraci 0,01-0,075 % jsou prolozeny linearni regresi
s vyslednou hodnotou spolehlivosti 0,990 3.
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Obr. p. 8: Graf zavislosti absorbanci na koncentraci HA (roztoktit HA a PRABo v PBSS) pii vinové
délce 620 nm. Body Vv rozmezich koncentraci 0-0,01 % jsou prolozeny linearni regresi s vyslednou
hodnotou spolehlivosti 0,995 4.
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Priloha 9:
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Obr. p. 9: Graf vyseku absorpénich spekter roztokt HA (o riznych koncentracich viz legenda)
s PRABpo, s viditelnymi rozSumélymi piky pti 600 nm.
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Obr. p. 10: Graf celych absorpénich spekter kalibraénich roztoku HA predevsim s viditelnymi piky

V oblasti specifickych pasti v rozmezi vino¢ti 1 130-1 065 cm?a 1 085-1 020 cm™.
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Priloha 11:
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Obr. p. 11: Graf celych absorpénich spekter kalibra¢nich roztoku septonexu s viditelnymi piky
V oblasti specifickych pasti v rozmezi vino¢ti 1 750-1 690 cm™? a 1 300-1 150 cm™?, kde ve druhém
pasu miizeme pozorovat piky dva. Déle jsou zde také vidét piky okolo vlno&tu 2 900 cm?, ale ty pro

nase stanoveni nejsou tolik specifickeé.
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