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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace pojednava o interakcich nizkomolekularni (110-130 kDa) kyseliny
hyaluronové (HA) s protonizovanymi aminokyselinami lysinem a 6-aminokapronovou
kyselinou. Ke zkoumani téchto interakci byly pouzity metody méteni pH, méfeni vodivosti,
viskozity a dynamického rozptylu svétla. Predpokladaji se elektrostatické interakce mezi
karboxylovymi skupinami HA a aminoskupinou aminokyselin. Prokazani téchto interakci by
umoznilo fyzikalni modifikaci HA a nasledné vyuziti jako cileného nosice 1é¢iv.

Meéfeni interakci protonizovaného lysinu s HA bylo provadéno v Cisté vodé ¢i v roztoku
15 mmol-dm™ NaCl. Interakce 6-aminokapronové kyseliny byly zkoumany pouze v Cisté
vodé. Pro obé aminokyseliny vzdy v koncentratnim rozmezi 0,9-20 mmol-dm>. Interakce
byly prokdzany snizenim viskozity zejména pro systém obsahujici lysin. V systémech
s 6AKK nebyly interakce tolik vyrazné.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with interactions between hyaluronic acid (HA) of low
molecular weight (110-130 kDa) and protonated aminoacids lysine and 6-aminocaproic acid.
For investigation of these interactions, methods such as pH-metry, conductance measurement,
viscometry and dynamic light scattering were used. The electrostacic interactions between
carboxylic group of HA and the aminogroup of the aminoacids are presumed. Proving these
interactions would allow us to physically modify HA and further more, using such a system as
a carrier of pharmaceuticals.

The interactions of protonated lysine with HA were studied in pure water or in the solution
of NaCl (c = 15 mmol-dm™). Interactions of 6-aminocaproic acid were studied only in pure
water. Both aminoacids were in the concentration range 0.9-20 mmol-dm™. The decrease in
the viscosity of the solutions indicates the interactions for lysine; for 6-aminocaproic acid the
interactions also occured, but not as signifciantly as for the system containing lysine.

KLICOVA SLOVA

Kyselina hyaluronova, lysin, 6-aminokapronova kyselina, interakce, viskozimetrie,
dynamicky rozptyl svétla, konduktometrie
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1. UVOD

Kyselina hyaluronova se dostavd do lidského podvédomi uz desitky let, jako latka
ovliviiujici nas zivot. Poprvé byla popsana v roce 1934 na Kolumbijské univerzité Karlem
Meyerem a jeho spolupracovnikem. Je to latka, ktera se nachazi v téle kazdého obratlovce,
tedy i v lidském organismu, kde hraje nékolik duleZzitych roli. Napft. zajist'uje bezproblémovy
pohyb kloubti ¢i hydrataci pokozky.

Nésledné vyzkumy HA se zaméfily primarné na uziti této latky v lékarstvi. Diky
elektrostatickym interakcim s aminokyselinami by mohla fungovat jako cileny distributor
1é¢iv do postizenych mist. Konkrétné by se to mohlo tykat i rakoviny, protoze bylo zjisténo,
ze HA se nachazi v rakovinotvornych buiikach ve zvysené koncentraci. Takto distribuované
1é¢ivo by mohlo pacienty zachranit pted chemoterapiemi, které zasahuji cely organismus.

V této praci navazuji na predchozi prace nékolika studentt, ktefi se zabyvali interakcemi
vysokomolekularni HA s aminokyselinami upravenymi protonizaci. Na rozdil od vySe
zminénych praci jsou v experimentalni ¢asti zkoumany interakce nizkomolekularni kyseliny
hyaluronové s protonizovanym lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou pomoci nékolika
metod: viskozimetrie, konduktometrie, pH-metrie a nové dynamického rozptylu svétla. Cilem
je tedy potvrdit zda mohou tyto interakce nastat i s pouzitim nizkomolekularni HA.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Kyselina hyaluronova

2.1.1. Uvod
Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana v roce 1934 Karlem Meyerem a Johnem
Palmerem. Popsali postup izolace této nové latky z ocniho sklivee krav. Zaroven latku
pojmenovali jako hyaluronovou kyselinu (hyaloid — sklivec, uronova kyselina). Je to linearni
piirodni polysacharid ze skupiny glukosaminoglykani. Je tvofena disacharidovymi
podjednotkami, které se stale stfidaji. Prvni podjednotka je vzdy D-glukuronova kyselina,
druha vzdy N-acetyl-D-glukosamin. Monosacharidy se pii biosyntéze vazou B(1-3) a p(1-4)
glykosidickou vazbou. Pocet téchto podjednotek se mize pohybovat ve stovkach az deseti
milionech. K celkové stabilité pak pfispivaji ¢tyfi intramolekularni vodikové mistky vedouci
z kazdého meru uvnitf fetézce. Ve vodném prostiedi pak dochazi k tvorbé vodikovych mustki

i s molekulami vody.

Vyskytuje se v télech vsech obratlovcd, kde nachazi Siroké uplatnéni v biologickych
funkcich. Obecné lze fici, Ze jeji funkce v organismu jsou spojeny s jeji schopnosti vazat na
sebe velké mnozstvi vody. Transportuje vodu a hydratuje okoli organid, promazava klouby
diky svym reologickym vlastnostem a schopnosti na sebe vazat vodu, vyskytuje se
Vv chrupavkach ¢i v oénim sklivci. [1,2]
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Obrazek 1: Struktura disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové

Vzhledem k vyskytu latky v zivych organismech (pfi biologickém pH 7,4) jako polyanion a
ne ve form¢ protonované kyseliny je vice vyuzivan ndzev hyaluronan. Zaporny naboj vznikly
z disociované karboxylové skupiny muZe tedy interagovat s kladnymi ndboji na jinych
molekulach.

2.1.2. Struktura
Dalsich 20 let trvalo laboratofi Karla Meyera popsat ptesnéji chemickou strukturu
hyaluronanu. V téle dokaze vytvaret dlouhé linearni fetézce ze dvou monosacharidovych
jednotek — presnéji urCenych jako D-glukuronova kyselina a N-acetyl-glukosamin. Mezi
témito dvéma sacharidy dochazi ke vzniku B(1-3) a B(1-4) glykosidické vazby. Vytvoii se tak
zékladni stavebni jednotka — monomer — celého hyaluronanu. Jedna takovato jednotka ma
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molekulovou hmotnost ptiblizné¢ 400 Da. Diky rozmezi poctu jednotek muze vzniknout
polymer s molekulovou hmotnosti az nékolika milionu daltontl, ale zaroven i nékolika desitek
tisicti daltonti (1 Da = 1 g-mol'l). U takovychto polymerti mizeme pozorovat i vyraznou
zménu nékterych vlastnosti latky — ¢im vys$i molekulova hmotnost, tim vyssi viskozita 1
elasticita. Vysokomolekularni HA zajistuje mechanickou odolnost a viskoelasticitu,
nizkomolekularni HA je v organismu vyuZzivana pievazné K transportu vody. Oba sacharidy
(prostorové podobné glukéze) v beta konfiguraci umoziuji svym hydroxylovym a
karboxylovym skupinam (stericky objemné) obsadit preferované ekvatorialni pozice, zatimco
malé vodikové skupiny se nachdzi v méné piihodnych axialnich pozicich. Tato struktura
velice prispiva k energetické stabilité disacharidu. Zaroven axidlni vodiky pfispivaji k tvorbé
malych hydrofobnich domén v HA. Pii kontaktu s rozpoustédlem jsou pak tyto nepolarni
skupiny orientovany dovnitf fetézce a polarni skupiny jsou orientovany do rozpoustédla. Tato
skute¢nost piispiva k vysoké hydrofilit¢ HA. Dochazi pak k vazbé vody do fetézce HA. [3]

H CH,;0H
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Obrazek 2: Obsazené axialni a ekvatoridlni pozice ve strukture HA

2.1.3. Hyaluronan ve tkanich

Hyaluronan je pfitomen ve tkanich vSech obratlovct, déle naptiklad v nékterych druzich
streptokoka. V lidském téle tvofi dilezitou slozku o¢niho sklivee (0,1 — 0,4 mg/g), synovialni
tekutiny v kloubech (3 — 4 mg/ml) nebo bun¢k v déloze pied ovulaci (0,5 mg/ml). Hojné je
vSak hyaluronan zastoupen v kiizi (7 — 8 g na dospélého c¢lovéka), coZ tvoii 50 % veskerého
mnozstvi. Je obsazen jak v pokozce (0,1 mg/g) tak Skare (0,5 mg/g). Nejvyssi koncentrace
hyaluronanu v lidském téle se nachazi v pupeéni $idfe (4 mg/ml). Pro porovnani kohouti
hiebinek obsahuje dokonce 7,5 mg/ml. [1]

Primyslové vyroba hyaluronanu je dnes zaloZend zejména na fermentacnim zplsobu.
Ziskava se pomoci biosyntézy nékterych bakterii Streptococcus. Dle druhu bakterii je
vyrobena kyselina hyaluronova o nizké (Streptococcus equi) ¢i vysoké (Streptococcus
zooepidemicus) molekulové hmotnosti. Dale je mozno ziskavat HA extrakci z vySe
jmenovanych tkani. Pro laboratorni ucely je mozZno vyuzit naptiklad i jako zdroj praseci kiizi
¢1 osrdecnikovou tekutinu kralikd. Z 500 g kohoutich hiebinku se ziska vysledny produkt o
hmotnosti 500 mg.

2.1.4. Vlastnosti a interakce
Hyaluronan vykazuje po vytvofeni zapletenin (jejich tvorba zavisi na molekulové
hmotnosti a koncentraci polymeru) dlouhych fetézcu viskoelastické vlastnosti. Pti rychlém,
kratkém a intenzivnim pohybu miZeme jeho vlastnosti popsat jako elastické. Naopak pii
dlouhém a pomalém pohybu jsou patrné vlastnosti viskozni. Pti vysoké koncentraci v roztoku
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je vytvotena zapletena sit’ fetézctli, chovani takovéhoto roztoku je patrné na obrazku ¢. 3. Bylo
zjisténo, Ze viskoelastické vlastnosti HA zéavisi na jeho koncentraci, ale hlavné molekulové
hmotnosti v roztoku.

Obrazek 3: Viskoelastické viastnosti HA retezcii

Na pocatku vyzkumu hyaluronanu se védci primarné zabyvali, zda tyto zmény nastavaji
pouze diky mechanickému zapleteni ¢i diky interakcim mezi fetézci. Pfidanim kratkych HA
fetézcti do roztoku bylo potvrzeno, Ze interakce mezi fetézcem mohou nastat — kratsi fetézce
soutézily o misto mezi delSimi. Tyto interakce vyrazné pfispivaji k reologickym vlastnostem
HA.

Tento vyzkum je zaméfen na interakce elektrostatické povahy. Elektrostatické interakce
jsou nekovalentni interakce (pfitazlivé/odpudivé) naboju, které jsou fizeny Coulombovym
zédkonem

F = 1 X |Q1||2Q2| ’ (1)

L=
drne,e, r

kde ¢,je permitivita vakua, ¢, je relativni permitivita prostfedi, O, a Q, jsou velikosti naboji

a r je vzdalenost naboju. Nazyvaji se téz Coulombické interakce a oproti ostatnim
nekovalentnim interakcim maji daleky dosah. Vyzkum interakci HA je zaméten na amfifily —
nékteré aminokyseliny. Protoze je HA hojné zastoupena v lidském organismu, uvazuje Se, ze
by diky t€émto interakcim mohla slouzit jako nosi¢ 1é¢iv na mista potieby. Na polysacharidovy
fetézec HA by se elektrostatickymi interakcemi navazaly molekuly aminokyselin, které by
vhodné zménily jeji vlastnosti (naptiklad rozpustnost ¢i biologickou odbouratelnost). HA by
pak byla schopna reagovat s 1é¢ivem. Tato prace se zabyva interakcemi nizkomolekularni HA
s lysinem s 6-aminokapronovou kyselinou.

Vyzkum vyse zminénych interakci navazuje na poznatky z interakci mezi HA s tenzidy —
zejména kationaktivnimi. Tenzidy jsou organické latky schopné snizit povrchovou ci
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mezifazovou energii a samovolné se tak koncentruji na fazovém rozhrani — jsou to tedy
povrchové aktivni latky. Maji bipoldrni chemickou strukturu (polarni a nepolarni konec —
amfifilni povahu) a délime je dle iontového charakteru polarni skupiny na ionogenni a
neionogenni. Po vlozeni tenzidu do vodného prostfedi dojde k disociaci molekuly a projevi se
jeji naboj. Tonogenni tenzidy se dle nadboje d€li na anionaktivni (ve vodném prostiedi maji
zaporny naboj), kationaktivni (ve vodném prostiedi maji kladny naboj) a amfolytické (naboj
je urcen dle pH prostiedi). Neionogenni tenzidy nemaji v molekule naboj a jejich rozpustnost
ve vodé je ovlivnéna hydrofilnimi skupinami. Tenzidy se mohou pomoci elektrostatickych
interakci vazat na HA a zménit jeji konformaci. VeéEtSinou dochazi ke zméné
hydrodynamického objemu, coZ ma za nasledek snizeni viskozity roztoku. Z pohledu rozptylu
svétla dochazi s piidavkem tenzidu a zvySenim iontové sily v roztoku Kk rtstu intenzity. [4]

Interakce HA s tenzidy se daji pfirovnat Kk interakcim s aminokyselinami diky struktuie —
tenzidy jsou amfifilni molekuly, které ve své struktuie obsahuji atom dusiku, stejné jako
aminokyseliny. Kationaktivni tenzidy byvaji vétSinou kvarterni amoniové soli majici na konci
svého fetézce aminoskupinu obdobné jako nékteré aminokyseliny. Aby aminokyselina
vytvofila ve vodném prostiedi kladny naboj je potieba ji protonizovat — v Kyselém prostiedi
se totiz chové jako zdsada pfijimajici proton a dochézi k tvorbé amonného kationtu. (Zptsob
zmény pH bude popsén v experimentalni ¢asti.) Pomoci vySe zminénych elektrostatickych
interakci je pak aminokyselina resp. jeji aminoskupina schopna se vazat s karboxylovou
skupinou na kyseling hyaluronové. Diky navazani aminokyseliny na HA miZze dojit ke zméné
konformace ¢i ke zméné vlastnosti. Tenzidy vytvaieji pii cme — kritické miceldrni koncentraci
micely (agregaty s hydrofobnim koncem uvniti a hydrofilnim na povrchu). Dochézi k vazbé
na opacné¢ nabité molekuly HA a ke zvySeni hydrodynamického objemu. Pti elektrostatickych
interakcich nejdiive dochazi k poklesu viskozity, avsak s ptibyvajicimi micelami v roztoku
dalsi pokles nenastava. Naopak jakmile dosahne minima, nastava mirny narist. Interakce lze
tedy pozorovat pod cmc. [5,6,7] S pfidavkem nizkomolekularniho elektrolytu dochazi ke
sniZeni hodnoty cmec, ale dochézi tak k odstinéni interakci. Na zakladé téchto zjisténi mizeme
posuzovat i interakce s aminokyselinami.

2.15. Uziti

Kyselina hyaluronova je v dneSni dob& hojné¢ vyuzivana ve farmakologickych ¢i
kosmetologickych ptipravcich jako jedna z hlavnich Géinnych slozek. [2] Nasla své misto
Vv o¢ni chirurgii, kde diky svym viskoelastickym vlastnostem chrani o¢ni tkan pfi operacich
oka, vyuziva se jako ptfidavek do o¢nich kapek, kde je schopna zvysit dostupnost samotného
Iéku — prodluzuje délku plisobeni aktivni slozky diky vysoké viskozit€ nehybného roztoku.
Vytvafi na povrchu oka dlouhodobé setrvavajici film a neodplavuje se. HA se dale vyuziva
pti kloubnich zanétech, kde je na sebe schopna vazat vodu a proteiny a ulehcovat tak pohyb
kloubil €1 tlumit narazy pii pohybu. Pfi téchto zanétech je membrana uvniti kloubl vice
propustna pro proteiny, coz ma za nasledek snizeni molekulové hmotnosti HA diky tvorbé
radikalt a posléze horsi reologické vlastnosti. [8]

Velké uplatnéni nachdzi kyselina hyaluronovd v kosmetickém primyslu. S rostoucim
vékem dochazi k ibytku HA v lidské pokozce, proto byva castou slozkou napt. v krémech
proti vraskam ¢i byva dokonce vyuzivana jako plnivo pfi plastickych operacich.

Nové vyzkumy ukézaly dal§i mozné vyuziti HA v Iékatstvi. HA by slouzila jako nosi¢
bioaktivnich latek na cilené misto v lidském téle. Nejzndméjsi receptor, jehoZz interakce s HA
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se vyuzivaji, je CD44. Interakce téchto dvou latek v téle zpusobuji napi. aktivaci leukocytu.
Nejvice se nyni zkouma moznost vyuziti HA pfi 1é¢bé rakoviny — rakovinové buiiky v sobé
obsahuji velkou koncentraci kyseliny hyaluronové diky zvySené mitfe receptoru CD44, ktery
na sebe vaze HA z mezibunééné hmoty. CD44 je na HA citlivy a v pfipadé modifikace HA,
na kterou by bylo navéazané 1éCivo, by se dopravilo piimo do mista rakovinovych bunék.
Mohlo by se tak zabranit chemoterapiim, které ovliviiuji cely lidsky organismus.

2.2. Aminokyseliny

2.2.1. Lysin

2,6-diaminohexanova kyselina — trividlnim nazvem lysin — je bazickd aminokyselina diky
piitomnosti dvou aminoskupin. Jedna aminoskupina je vazana na primarnim a-uhliku a druha
na e-uhliku. Diky obsahu asymetrického uhliku se vyskytuje ve dvou enantiomerech L a D,
v bilkovinach pouze L-forma. Hodnota izoelektrického bodu pl je 9,59. Disocia¢ni konstanty
lysinu pK pfi 25 °C jsou pKcoon = 2,20, pKnnz = 8,90 a pKenwz = 10,28. V kyselém prostiedi
AMK pfiijima proton a dochazi k tvorbé amonného kationtu, nad hodnotou izoelektrického
bodu pak pievlada tvorba karboxylovych aniontt. [9]

H.N
2 OH

NH.
Obrdazek 4: Lysin

Lysin je esencialni aminokyselina — potiebna pro lidské télo, které si ho v§ak samo neumi
produkovat. Je potiebny pro rist a produkci karnitinu a musime ho tedy ziskavat z potravy.
Konvertuje mastné kyseliny na energii a poméaha sniZovat cholesterol. VétSina lidi pfijima
dostatek lysinu z masa ¢i luSténin. Jeho nedostatek mtize zpusobit nevolnosti, nechutenstvi,
anémii atd. [10]

2.2.2. 6—aminokapronova kyselina
6 — aminokapronova kyselina je strukturné lysinu velmi podobni. Obsahuje ve svém
fetézci jen jednu aminoskupinu, coz zpusobuje niz§i bazicitu nez ma lysin samotny.
Izoelektricky bod této kyseliny je 7,6. Disociaéni konstanty pK pii 25 °C  6AKK jsou
pPKcoon = 4,43 a pKnuz = 10,75. 6AKK je vyuzivana v mediciné na zastaveni krvaceni po
operacich ¢i pfi tézkych onemocnénich jater. [11,12]

0O

H N\/\/\)l\
2 OH

Obrazek 5: 6-aminokapronova kyselina
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2.3. Viskozita

2.3.1. Definice

Viskozita je fyzikalni veli¢ina, kterd udava pomér mezi te¢nym napétim a zménou
rychlosti v zavislosti na vzdalenosti mezi sousednimi vrstvami pfi proudéni kapaliny, popisuje
tedy vnitini odpor tekutiny. Charakterizuje vnitini tieni a zavisi na piitazlivych silach mezi
Casticemi. Cim vys§i piitazlivé sily, tim vyssi viskozita — vy$si odpor pii pohybu kapaliny
nebo téles v kapalin€. Kapaliny s nenulovou viskozitou oznacujeme jako viskozni, kapaliny
s nulovou hodnotou viskozity se nazyvaji idedlni. Ve skuteCnosti vSak nulovd hodnota
viskozity nemuze nastat, vSechny latky maji hodnotu viskozity pozitivni. Viskozita zavisi na
teploté a tlaku (vliv vétSinou zanedbatelny) a mizeme ji délit na dynamickou a kinematickou.

Dynamicka viskozita # udava pomér te¢ného napéti a gradientu rychlosti [Pa-s]

r=n-z—f=n~}[Pa], )

kde 7 je te¢né napéti, n je dynamicka viskozita, y je rychlost ristu deformace (smykova
rychlost).

Tec¢né napéti pak zjistime jako podil sily F vyvolavajici deformaci a plochy A, na kterou tato
sila ptisobi [Pa]

r=x. (3)

Kinematicka viskozita v je pak podil dynamické viskozity a hustoty kapaliny [m?s?]
Yo,

Vypocet dynamické viskozity se tidi dle Newtonového zakona viskozity. Timto zdkonem se
fidi vétSina kapalin 1 plynli — tzn. jejich viskozita je umérné zavisla na gradientu rychlosti.
Tyto latky se nazyvaji newtonské tekutiny a jsou popsatelné viskozitou. Existuji vSak i latky,
jejichZz chovani timto zdkonem popsat nelze — nenewtonské tekutiny, které musime popsat
funkci zavislosti rychlosti deformace na te€ném napéti.

Veli¢ina oznaCovand jako relativni viskozita popisuje vztah mezi dynamickou viskozitou
disperzniho prostiedi a viskozitou Cistého rozpoustédla

nrel = i . (5)
n

0

Z Einsteinovy rovnice pro viskozitu pak vychazi zavislost viskozity na objemovém zlomku
n=1m1+25-9), (6)
kde 7, je viskozita Cistého rozpoustédla a ¢ je objemovy zlomek disperzniho podilu. [13,14]

2.3.2. Meéfeni viskozity
Dynamickou viskozitu lze meéfit Hopplerovym téliskovym viskozimetrem. Sklada se
z mérné trubice naplnéné zkoumanou kapalinou, kterd je obklopena sklenénym plastém
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s temperacni kapalinou. Trubice je naklonéna o 10° a je v ni kulicka, pomoci které se urcuje
dynamicka viskozita. Ta se vypocita z rychlosti jejiho padu. Rychlost padu kuli¢ky vychazi ze
sedimenta¢ni rovnovahy. Nejdiive na kuliCku ptsobi gravitatni sila zmensend o silu
vztlakovou, s vyssi rychlosti pak vzrista tfeci sila a v ur¢itém okamziku se sily vyrovnaji.

Viskozitu poté vypocitame

_2-g-r*-Ap-t

o @

kde g je gravita¢ni konstanta, r polomér kulicky, Apje rozdil hustot kapalin, t ¢as padu
kulicky a | délka drahy.

T - tmbice naphéni zZroumanou kapalinou
MIM - rysky

K - lwlicka

P - termostatovaci kapalina

Obrazek 6: Téliskovy viskozimetr

Dal8i moZnosti méteni viskozity jsou kapilarni viskozimetry. S jejich pomoci se méfi
prutok kapaliny kapilarou vyvolany gravitaci. Z ¢asu, za ktery kapalina s ur¢itym objemem
proteCe, muzeme kinematickou viskozitu vypocitat dle Hagen-Poiseillova zakona.
Kapilarnimi viskozimetry nemohou byt méfeny nenewtonské kapaliny.

Poslednim typem viskozimetrti jsou rota¢ni viskozimetry. Mezi dvéma vétSinou valcovymi
plochami je vzorek podrobovan smyku. Jedna z ploch vykonava otafivy pohyb a zjistuje se
vliv na vzorek pii riznych smykovych rychlostech. Mezi nejbéznéjsi typy takovychto
viskozimetra patii systém souosych valcu ¢i systém kuzel-deska. Pro tuto praci vsak nebyl
tento typ viskozimetrti vyuzivan. [14]

2.4. Konduktometrie

2.4.1. Definice
Konduktometrie je fyzikdlni metoda zaloZend na méfeni vodivosti zkoumanych vzorkd.
Fyzikalni veli¢ina vodivost G vyjadiuje, zda a jak je vzorek schopny vést elektricky proud.
Cim vyssi je hodnota vodivosti, tim 1épe vede vzorek elektricky proud. Vodivost se vypogita
jako ptevracena hodnota elektrického odporu
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1

Jednotkou vodivosti je Siemens Q7 (v SI soustavé m?>-kg™s*A?). Vodivost v roztoku je
métena na dvou elektrodach, na které je ptivadéno napéti U a méten elektricky proud |

I
G=_. 9)

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

=G (10)

L

S
Jednotkou konduktivity je S‘m™ (v SI soustavé m*kgts*A?). Udava tedy mérnou vodivost
télesa, ktera nezavisi na jeho délce. [15]

2.4.2. Méreni, konduktometry
Vodivost roztokl je méfena v systému dvou elektrod v konstantni poloze, jak je uvedeno
na obrazku €. 7. Mezi elektrody je pfivadéno konstantni napéti a na ampérmetru je odecitan

proud v zavislosti na vodivosti roztoku.

@

€ @

== Surface S

L
Obrazek 7: Schéma konduktometru

Konduktometr poté piepocitd proud na vodivost. Pfistroje jsou kalibrovany na 25 °C, pfi
méfeni roztokl za jiné teploty musi dojit ke kompenzaci pomoci faktoru 3 dle vztahu

G:ﬁ.UL, (11)

2.5. pH — metrie

2.5.1. Méreni
V praxi se pro méfeni orientaéniho pH roztokl pouZziva né€kolik druhli metod - naptiklad
pomoci indikatorovych papirki ¢i ptidavkem indikatord.
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Nejpresnéjsi metodou pro stanoveni pH je vSak uziti pH-metru. pH-metr méfi elektricky
potencidl mezi mérnou a referentni elektrodou na potenciometru. Jako mérnd elektroda je
vyuzivana sklenéna elektroda jako referentni pak elektroda argentochloridova.

Argentochloridova elektroda je slozena ze stfibrného dratku potazeného vrstvou AgCI,
ktery je ponoieny do nasycené¢ho roztoku KCI. Elektroda je obalena sklenénym plastém, ve
kterém se nachazi membrana citlivd na koncentraci oxoniovych iontli v roztoku. Zménou
aktivity vodikovych iontli dojde ke zméné elektrochemického potencidlu dle Nernstovy
rovnice:

R-T

_ 0 s
E(AgCl/Ag)_E(Ag+/Ag) F In a

(12)

cr’

kde E ,.ci .4, Jj€ potencidl argentochloridové elektrody, E(OAg+ o) je standardni elektrodovy

potencial ustanoveny mezi stiibrnym dratkem a roztokem KCIl, R je univerzalni plynova
konstanta (R =8,31441 J K mol™?), T je termodynamicka teplota roztoku [K], F je

Faradayova konstanta (F = 9,648:10* C'mol™) a a . je aktivita chloridovych aniont.

Cclr
Sklenéna elektroda je tvofena kiemicitanovou krystalovou miiZkou skla, na kterou se
vazou elektrostatickymi silami ionty vodiku a alkalickych kovu. Pti styku s roztokem se na
povrchu vytvaii solvatovana vrstva, kde dochazi k vyméné vodikovych iontl mezi roztokem a
sklem. Membranovy potencial sklenéné elektrody vznika jako rozdil potencialii na vn&jsi a
vnitini  stén¢ sklenéné membrany. Potencial této elektrody zévisi na poméru aktivit

vodikovych iontll na obou stranach membrany dle Nicolsky-Eisenmanovy rovnice:
R * T aH +

E=K+ -In
F

, (13)

H™* (inner)

kde E je potencial sklenéné elektrody, K je standardni potencial zahrnujici v sobé druh a
slozeni skla, zplsob pfipravy elektrody, kvalitu povrchu a vnitini napli elektrody, R je
univerzalni plynova konstanta (R = 8,31441 J-K™:mol™), T je termodynamicka teplota roztoku

a +
[K], F je Faradayova konstanta (F =9,64810°C'mol') a —H"— je pomér aktivit
H* (inner)

vodikovych iontil na obou stranach membrany.

Aktivita iontli uvnitf membrany je konstantni a mize byt zahrnuta do K'. Pro 25 °C pak
ziskame:

’ R-T ’
E=K +T-InaH+:K — 0,059 pH (14)

Sklenéna elektroda se uchovava v destilované vod¢, aby zustala stale hydratovana. [16,17]
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2.6. Dynamicky rozptyl svétla

2.6.1. Definice
Fyzikalni jev nazyvany dynamicky rozptyl svétla (DLS - Dynamic Light Scattering)
zaznamenava Brownlv pohyb ¢astic a z diftzniho koeficientu, ziskaného autokorelacni
funkci, vypocitava velikost ¢astic ve form¢ hydrodynamického poloméru. Pomoci laseru,
ktery osviti Castice, se analyzuje fluktuace intenzity svétla rozptyleného ¢asticemi. Dochazi ke
zméné frekvence tohoto zafeni dle pohybu ¢astic od detektoru — zda se k nému piiblizuji ¢i
vzdaluji. Takto osvétlend mala Castice poté rozptyluje svétlo ve vSech smeérech.

V piipadé¢ métfeni naprosto nehybnych ¢éstic je zobrazovani fizeno interferencnim jevem a
dle fazovych posunt vin se poté zobrazuji jasné ¢i tmavé oblasti. Pokud svétlo dorazi na
detektor ve stejné fazi, vytvoii se jasnd oblast svétla. Tmavé oblasti vznikaji z vzajemné
destruktivnich fazovych pifidavkll a navzijem se zruSi. V praxi ovSem nejsou Castice
v kapalin¢ nikdy nehybné diky vyse zminénému Brownovu pohybu. Tento pohyb vznika diky
nahodné srazce ¢astic s molekulami kapaliny. Obecné je dilezité, ze malé Castice se pohybuji
rychle a velké pomaleji. Diky neustalému pohybu se zda, Ze se tmavé a svétlé oblasti
pohybuji, ve skute¢nosti se zvySuje ¢i snizuje jejich intenzita — intenzita v ¢ase fluktuuje.
Fluktuace je urena autokorelacni funkeci:

(1t + o)
g(r)——<I O (15)

kde I(t) urcuje intenzitu v Case t a vyrazy v zavorkach pak zpramérovani celkového ¢asu t.

Pro monodisperzni roztoky plati:
g(t)=B+47", (16)

kde B (baseline) je zakladni korela¢ni funkce pro nekone¢ny ¢as, £ je amplituda korelacni
ktivky s nulovym zpozdénim a I” je rychlost poklesu.

Dale mizeme vypocitat difuzni koeficient:
r

D=—, (17)
q

kde g je velikost rozptylového vektoru.

Rozptylovy vektor lze vypocitat zn indexu lomu disperzniho prostfedi, Ao vinové délky
svételného zdroje ve vakuu a 6 thlu rozptylu dle vztahu:

4r-n .
q= dd sm(gj : (18)
Ao 2
Ze Stokes-Einsteinovy rovnice poté vypocitame hydrodynamicky polomér ¢astic:
k-T
=, (19)
6r-n-D
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kde k je Boltzmannova konstanta (k = 1,38-:102° JK™), T je termodynamické teplota, 7 je
viskozita rozpoustédla a D diftzni koeficient. [18]

2.6.2. Problémy méieni roztoku bez elektrolytu
Pro méfeni dynamického rozptylu svétla jsou dulezité podminky, pfi kterych méfeni
probiha. Méfeni je zavislé na Cistoté prostiedi, prachovych casticich ¢i bublinkach ve vzorku,
intenzité svételného zdroje 1 délce mérfeni. Zaroven je podstatné disperzni prostiedi vzorku.
Pro méteni DLS se do roztoku méfeného polyelektrolytu pfidava nizkomolekuldrni elektrolyt
napiiklad NaCl. S jeho pfidavkem dochazi v roztoku ke zvySeni rozpustnosti, zmenSeni
poloméru ¢astic a polymer se tak smr$ti do mensiho tvaru. [23]

2.6.3. Méreni

Ptistroje pro méfeni dynamického rozptylu svétla méti tedy fluktuaci intenzity rozptylu a
diky ni vypocita diftzni koeficient a poté hydrodynamicky polomér €astic ve vzorku. Uvnitt
pristroje se nachazi digitalni korelator, ktery méfi stupen podobnosti dvou signald v urcité
dobé. Intenzity signall v kratkém Casovém useku jsou si velmi podobné, o chvili pozdéji se
podoba snizuje, az s asem dosahne korelace na nulu. K tomuto pifipadu nastane diky
Brownovu pohybu- &astice se pohybuji v nahodnych smérech. Casova méfitka pro DLS jsou
vSak velmi mala. Aby korelace doséhla na nulu u typického vzorku, je potieba jedna az deset
milisekund. Kroky pro postupné meétfeni korelace se pohybuji v iaddech nano nebo
mikrosekund. Dokonalé korelace (1) dosdhneme v pfipadé identickych signalt, tedy
porovnanim intenzity v uréitém &ase samu se sebou. Zadna korelace (0) znamena, e mezi
signaly neni zadna shoda. Korelace métfend v n¢kolika ¢asovych tsecich je zobrazena na
nasledujicim obrazku. [26]
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Obrdazek 8: Korelace v casovych uisecich
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité materialy

Kyselina hyaluronova, pfesnéji jeji sodna siil, byla vyrobena v Dolni Dobrouéi v Ceské
republice firmou Contipro Biotech s.r.o.. Pro tuto praci byl vyuzit hyaluronan s nizkou
molekulovou hmotnosti M,, = 110-130 kDa technické kvality. Pro piipravu roztoki HA byla
pouzita injekéni voda, vyrobend firmou Fresenius Kabi Italia, S.r.l., Verona, Italie. Pouzité
aminokyseliny lysin a 6 — aminokapronova o p.a. Cistoté¢ byly vyrobeny firmou Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko.

3.2. Metody a vyhodnoceni

3.2.1. Priprava roztoku

Roztoky kyseliny hyaluronové byly pfipraveny nasledujicim zpiisobem. S piesnosti na
Ctyfi desetinnd mista bylo odvdzeno mnozstvi kyseliny hyaluronové. Nadoba s malym
mnozstvim injekéni vody byla umisténa na magnetickou michacku a za stalého michani a
laboratorni teploty byla do roztoku pfiddvana navazka kyseliny hyaluronové stfidand s
injekéni vodou v mnozstvi pro dosazeni presné koncentrace. Toto vrstveni zpiisobi lepsi
homogenizaci HA v roztoku. Poté byla nadoba uzaviena a roztok michan 24 hodin za G¢elem
dosazeni nejvyssi homogenity. Roztoky kyseliny hyaluronové byly vzdy po michani
uchovavany v chladu, aby doslo ke zpomaleni pfipadné degradace a aby se prodlouzila
Cerstvost roztokd. Takto byly pfipraveny roztoky o koncentracich 0,1%hm. 0,2%hm. a
0,5%hm. pro nasledné méteni.

Roztoky aminokyselin byly pfipravovany do odmérnych banék na vyslednou koncentraci
0,264 mol-dm™. Potfebné mnozstvi bylo navaZeno na analytickych vahach s pfesnosti na &tyfi
desetinna mista. Roztoky byly pfipravovany z injekéni vody za laboratorni teploty a
ponechany na magnetické michaéce 1 hodinu. Po odstaveni roztokii aminokyselin
z magnetické michacky byla provedena protonizace pouzitim HCl o dané koncentraci
Vv zavislosti na aminokyselin€. Pro lysin byl pouzit roztok HCI o koncentraci 2 mol-dm™, pro 6
— aminokapronovou kyselinu 0,1 mol-dm™, Roztoky protonizovanych aminokyselin byly téz
uchovavany v chladu.

Prvni zpiisob protonizace roztoki aminokyselin byl provadén za laboratorni teploty
napipetovanim potiebného mnozstvi roztoku HCI (2 mol-dm™ pro lysin a 0,1 mol-dm™ pro
6AKK) k 10 ml aminokyseliny. Potfebné mnozstvi HCI bylo uréeno z titra¢nich kiivek lysinu
a 6AKK. Poté byl roztok doplnén injekéni vodou na konec¢nou koncentraci jiz protonizované
formy aminokyseliny 0,22 mol-dm™. Takto p¥ipravené roztoky byly opét ponechany 24 hodin
na magnetické michaéce a poté uchovavany v lednici. Na nasledujicim grafu je zobrazena
kiivka titrace roztoku lysinu o koncentraci 120 mmol-dm™ roztokem 1M HCI viz Obr. 9.
Titratni kiivka pro 240 mmol-dm™ 6AKK 0,1M HCI je uvedena v piiloze viz Obr. 28. [27]
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Obrdzek 9: Titracni kifivka 120 mmol-dm™ lysinu 1M HCI — ¢ervené body pro nizké pH byly
proloZeny linedarni regresi

Druhy zptsob protonizace byla tprava pH aminokyselin na pH vodného roztoku kyseliny
hyaluronové (0,1%hm. a 0,25%hm.). Za stalého michani byla do roztoku pifidavana HCI po
malych piidavcich a kontinualné bylo méfeno pH roztoku. Po ustaleni pH na pH roztoku HA
(0,1%hm. a 0,25%hm.) byla pridana injekéni voda pro dosazeni koncentrace 0,22 mol-dm™.

Pro méteni dynamického rozptylu svétla byl do pfipravenych koncentracnich fad ptfidavan
elektrolyt NaCl. Roztok HA byl tedy piipraven o dvojndsobné koncentraci a v poméru 1:1
fedén s pfipravenym roztokem NaCl o ¢ =30 mmol-dm™. Vysledna koncentrace NaCl
Vv roztoku tim padem byla 15 mmol-dm,

Z téchto zasobnich roztokd bylo poté nachystano nékolik koncentrac¢nich tad kyseliny
hyaluronové s protonizovanymi aminokyselinami. VSechny pfipravené sady obsahovaly 7
roztokd v koncentraénim rozmezi 0,9 — 20 mmol-dm™. Pro kazdou metodu byl dale nachystan
referenéni vzorek HA, ktery obsahoval pouze Cistou kyselinu hyaluronovou. Déle byly
pfipraveny koncentracni fady pouze protonizovanych aminokyselin v injekéni vodé bez
kyseliny hyaluronové pro méteni pH a vodivosti pro nasledné porovnani se smésnymi roztoky
HA a aminokyselin. Roztoky vSech sad byly vzdy uzavieny, ponechany na magnetické
michacce 24 hodin a poté uchovavany v ledni¢ce do doby méteni.

VsSechny nasledujici zavislosti jsou pro porovnani uvddény na molarnim poméru
protonizované aminokyseliny ku HA. Koncentraci disacharidovych jednotek HA jsme ziskali
podé€lenim hmotnostni koncentrace HA molarni hmotnosti disacharidové jednotky HA:

Wy 1

Cop = = =2,4076 mmol-dm™,
M, 415349
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kde w,, [g1"] je hmotnostni koncentrace HA a M., [g-mol™] je molarni hmotnost
disacharidové jednotky HA.

Po nafedéni roztoku aminokyselinou byla vysledna koncentrace HA cpa = 2,1887 mmol-dm™.
Obdobné byla vypo¢itana molarni koncentrace roztoku 0,25% HA Cya = 5,4718 mmol-dm™.

3.2.2. pH —metrie
Meéteni pH bylo provadéno na pH-metru Mettler Toledo pii referen¢ni teploté 25 °C. Pied
meétfenim kazdé koncentracni fady byl pH metr nakalibrovan dle navodu vyrobce pomoci tii
pufrti (rozmezi pufri vybirano dle predpokladaného pH meéfeného roztoku). Métfené roztoky
byly vZdy vytemperovany na laboratorni teplotu. Sklenéna elektroda byla ponoifena do
meéifeného roztoku a pH bylo odecitano do ustaleni hodnot. Celkem bylo ziskdno 6 hodnot, ze
kterych byl vypocitan primér a smérodatna odchylka z vybéru dle nasledujiciho vzorce:

Namétené hodnoty pH byly vyhodnoceny pomoci programu Microsoft Excel. Bylo
vypocitano relativni pH dle nésledujiciho vzorce:

o =

pH + +voda
pH ol — HA+AMK d ] (21)
pH voda+ AMK

Hodnoty relativniho pH roztoku HA s lysinem a 6AKK byly vyneseny do grafu v zavislosti
na CAMK

Cha
Do grafu byly vyneseny také chybové usecky pro kazdy méteny roztok, jejichZz velikost
byla vypocitana ze vztahu:

2 2
a Aa Ab
(52 (3] . @
kde Aa je smérodatna vybérova odchylka pH pro roztok HA s AMK, a je primérné pH

roztoku HA s AMK, 4b je smérodatna vybérova odchylka pH pro roztok AMK ve vode¢, b je
prumérné pH roztoku AMK ve vodé a pHye je relativni hodnota pH.

3.2.3. Konduktometrie
Mg¢fteni vodivosti bylo provadéno na konduktometru Greinsinger Electronic. Mg¢fené
roztoky byly vzdy vytemperovany na laboratorni teplotu. Elektroda byla ponofena do
meétfené¢ho roztoku a vodivost byla odecitdna do ustdleni hodnot. Celkem bylo ziskdno 6
hodnot, ze kterych byl vypocitan praimér a smérodatna odchylka obdobné jako u pH-metrie.

Hodnoty z vodivostnich méfeni byly zpracovany obdobné jako pfedchozi data pomoci
programu Microsoft Excel. Ustalené vodivosti roztoki HA + AMK byly piepocitany na
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CAMK

relativni vodivosti a vyneseny do grafii v zavislosti . Relativni vodivosti umozni

CHA
zkoumani vlivu interakci HA s aminokyselinou a popisuje pomér mezi roztokem kyseliny
hyaluronové s AMK a aminokyselinou samotnou o téZe koncentraci jako ve vzorku s HA:

G _M. (23)

rell — G
voda+ AMK

Z namétenych dat byla déle vypocitana druha relativni vodivost, ktera popisuje pomér
vodivosti roztoku HA s aminokyselinou k roztoku ¢istého HA:

G = Sraavkos (24)

rel2 —
Gha

Zavislost Grelz na koncentraci aminokyselin byla téz vynesena do grafu. Tato zavislost
vyjadiuje jak je ovlivnéna vodivost pouze s ptidavkem aminokyseliny.

Daéle byly do grafi vyneseny chybové usecky obdobné jako u méfeni pH dle vzorce:

2 2
a Aa Ab
b a b
kde Ada je smérodatna vybérova odchylka vodivosti pro roztok HA s AMK, a je primérna
vodivost roztoku HA s AMK, 4b je smérodatna vybérova odchylka vodivosti pro roztok

AMK ve vodé, b je pruimérnad vodivost roztoku AMK ve vod¢ a Gr; je hodnota relativni
vodivosti 1.

3.2.4. Viskozimetrie
Viskozita byla méfena na AMVn viskozimetru znacky Anton Paar za laboratorni teploty
25 °C. Mg¢étené roztoky byly doptedu zfiltrovany (0,22 um Millex mikrofiltr) a odstfedény
30 minut centrifugou (4000 ot/min). Do kapilary (d =1,8 mm) byla nejdiive vpravena kulicka
0 znamém poloméru a hustoté (d =1,5mm, p=7,85 g-cm'g), poté byl nadavkovan roztok a

byl zméfen cas doby padu kulicky roztokem pii dvou thlech naklonéni kapilary (50°a 70°).
Dle vztahu (7) byl ¢as pfepocitan na viskozitu.

Vysledky viskozimetrického méfeni byly zpracovany pomoci programu Microsoft
Excel. Méfteni viskozity bylo provedeno u koncentra¢ni fady lysinu a 6AKK a nasledné bylo
prepocitano na relativni viskozity — pomér viskozity roztoku HA s aminokyselinou
ku viskozité ¢istého roztoku HA:

77r9| — 77HA+AMK+voda . (26)
77voda+HA
Relativni viskozita roztokd pro 50° i 70° byla vynesena do grafu v zavislosti na —22<
CHA
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Déle byly do grafii vyneseny chybové tsecky obdobné jako u ptedchozich méteni dle vzorce:

2 2
a Aa Ab
Al=l=.l—1| +|— | ‘1w, 27
HEOEGE: &
kde Aa je smérodatna vybérova odchylka viskozity pro roztok HA s AMK, a je viskozita
roztoku HA s AMK, 4b je smérodatna vybérova odchylka viskozity pro roztok HA ve vodg,

b je viskozita roztoku HA ve vod¢€ a 7., je hodnota relativni viskozity. Smérodatné odchylka

byla vypocitana z procentuelnich hodnot odchylek viskozit zjisténych viskozimetrem — dle
doporuceni vyrobce byly hodnoty brany jako reprodukovatelné v piipadé odchylky mensi nez
0,4 %.

Koncentraéni fada lysinu byla po méfeni ponechéna 1 mésic odstat za ucelem zjisténi vlivu
pfipadné degradace na viskozitu roztoki. U 2 mmol-dm lysinu byl pozorovéan bily zékal,
nebyl tedy dale viskozimetricky méten. Ostatni relativni viskozity vzorkil z koncentracni fady

. ‘x . . C
jsou téz vyneseny do grafu v zavislosti na —<

Cria

3.2.5. Dynamicky rozptyl svétla
Meéteni dynamického rozptylu svétla probihalo na pfistroji Zetasizer Nano firmy Malvern
Instruments. Rada téchto piistrojti poskytuje moZnost méfit t¥i charakteristiky kapalnych
vzorki: velikost ¢astic, Zeta potencial a molekulovou hmotnost. Zetasizer umoznuje méfit
Vv §irokém rozsahu koncentraci.

Ptipravené vzorky byly zfiltrovany pies mikrofiltr Millex 0,22 pm a odstfedény 30 min
centrifugou (4000 ot/min). Vzorky byly méfeny v jednorazovych kyvetach. Zetasizer proved|
temperaci roztoku po dobu 120 sekund na teplotu 25 °C a zapoc¢alo méfeni pomoci Zetasizer
Software. Tento software vyhodnocuje velikost castic dle intenzity ¢i objemu, difuzni
koeficient ¢i index polydisperzity. U prvnich tii koncentra¢nich fad bylo méfeni provedeno u
kazdého vzorku dvakrat a vypoc€itdn primér. Dalsi dvé koncentracni fady citaly Sest méteni
pro kazdy vzorek (po tiech méfenich byl vzorek znovu nadavkovan do kyvety) a byl proveden
Dean-Dixoniv test na vylouc¢eni odlehlych hodnot.

U kazdého vzorku bylo vyhodnoceno pomoci programu Microsoft Excel n¢kolik kritérii.
Jednotliva kritéria (Z-average — udava statistickou distribuci priiméru velikosti vSech €astic v
roztoku, difazni koeficient, d,o — udava velikost ¢astic dle jejich objemt a din jednotlivych
pikli — ur€uje intenzitu a procentuelni zastoupeni ¢astic v roztoku) byly vyneseny do grafa

: C
v zavislosti na molarnim poméru lysinu ku HA —-.

Cha

Smérodatna odchylka pro ziskana data z dynamického rozptylu svétla byla vypocitana
obdobné jako v predchozich vyhodnocenich. Dale byly do grafii vyneseny chybové tsecky
ziskané z téchto smérodatnych odchylek.
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Pro lepsi reprodukovatelnost méfeni byl u koncentra¢nich fad HA s lysinem a NaCl
proveden Dean Dixontv test odlehlych hodnot:

X,—X

Q =‘2—1|, (28)
X, — X1|

Qn :M' (29)
X, — X1|

cvwr

v

Kritické hodnoty Q jsou uvedeny v nasledujici tabulce. [27]

Tabulka 1: Kritické hodnoty Q pro 3-6 hodnot a hladinu vyznamnosti a = 0,05

Qn
0,941
0,765
0,642
0,560

OO W|S
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4. VYSLEDKY
4.1. pH-metrie

Pomoci vysledki pH-metrie mizeme posoudit, zda dochazi k interakcim mezi kyselinou
hyaluronovou a aminokyselinami lysinem a 6AKK. Uvazované interakce by mély byt
elektrostatické interakce mezi zapornymi karboxylovymi skupinami na HA a
protonizovanymi amino skupinami na aminokyselindch. SniZeni mnoZstvi kladné¢ nabitych
Castic v roztoku ma za nasledek zvyseni celkového pH roztoktt HA s aminokyselinami oproti
vodnym roztoklim samotnych aminokyselin. Mirny narst pH mtize byt zptisoben i pfidavkem
samotné HA do roztoku. Z nasledujicich grafti je patrné, Ze k t€émto interakcim dochazi.
Nejvétsi narast pH roztoku HA s protonizovanymi aminokyselinami oproti vodnym roztokim
aminokyselin je v oblasti nizkych koncentraci lysinu i 6AKK. Pro lysin se to tyka koncentraci
0,9 — 4 mmol-dm™ u 6AKK je rozdil patrny pro koncentrace 0,9 — 7 mmol-dm™. U vysich
koncentraci neni rozdil natolik markantni, protoze dochazi k nasyceni vétSiny karboxylovych
skupin na HA — pfi vysSich koncentracich jsou pak v roztoku z nabitych ¢astic pfitomny
pouze volné molekuly aminokyselin. Prabéh pH pak vykazuje v obou piipadech klesajici
trend s pfidavkem protonizované aminokyseliny. To je zptisobeno pomémné nizkym pH
protonizovanych aminokyselin diky pfidavkiim HCI. Pro lysin je tento pokles vétsi, protoze
byla pouzita HCI s vys$si koncentraci na protonizaci oproti 6AKK.

0,95 T T T T

Clys/ CHA

Obrdzek 10: Zavislost relativniho pH roztoku HA s protonizovanym lysinem v zavislosti na
CIys

Cha
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Obrazek 11: Zavislost relativniho pH roztoku HA s protonizovanou 6AKK v zavislosti na

CGAKK

CHA

4.2. Konduktometrie

Z hodnot vodivostnich vysledki jsme schopni urcit pfitomnost interakci mezi HA a
lysinem/6AKK, ale zarovenn i miru velikosti téchto interakci. Diky porovnani vodivosti
roztokit HA s AMK a vodivosti vodnych roztokd aminokyselin samotnych mizeme urcit
trend, ktery ve vodivosti nastdva. U koncentracni fady HA s protonizovanym lysinem nastava
pro relativni vodivost Gre1 nejprve vyrazny pokles — nejmensi hodnoty dosahuje pro
koncentraci lysinu 4 mmol-dm™, poté dojde k mensimu ndristu a viceméné ustaleni hodnot.
Vyrazny pokles pti koncentraci 2 mmol-dm™ mize popisovat jistou hranici, od které dochazi
k zjistovanym interakcim diky vhodnému sterickému uspofadani molekul. Tento trend je
mozno pozorovat na nasledujicim obrazku €. 12.
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Clys/ CHA

C
Obrdzek 12: Relativni vodivost 1 roztoku HA s protonizovanym lysinem v zavislosti na ——
Cha

U koncentra¢ni fady roztoku HA s protonizovanou 6-aminokapronovou kyselinou byla téz
relativni vodivost zanesena do graf v zavislosti na koncentraci. S kazdym ptidavkem 6 AKK
je patrny pokles vodivosti Gre1. Na protonizaci 6AKK byla vyuzita HCl s podstatné niZsi
molarni koncentraci — to ma za nasledek nizsi koncentraci volnych iont v roztoku. Na této
vodivosti se tedy z velké ¢asti podili vodivost samotné HA.

18
16 -

14 -
12 -
10 -

Grell

o N B O ®
1
2

0 2 4 6 8 10

Coai/Cha

. C
Obrazek 13: Relativni vodivost 1 roztoku HA s protonizovanou 6AKK v zdvislosti na —2%

Cha
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4.3. Viskozimetrie

Pfitomnost interakci mezi HA a protonizovanymi aminokyselinami je podminéna
poklesem viskozity v roztoku. Dochazi k saturaci karboxylovych skupin na molekule HA, coz
ma za nasledek kontrakci molekul, zmenseni hydrodynamického objemu a snizeni viskozity.
Na nasledujicich grafech je patrny pokles viskozity s piidavkem protonizovanych AMK,
Z ¢cehoz vyplyva, ze k interakcim mezi karboxylovymi skupinami na HA a protonizovanymi
aminokyselinami dochazi. V grafech je zobrazena zavislost relativni viskozity na koncentraci
ptidané aminokyseliny pro oba sklony kapilary. Dale je v grafech znazornéna relativni
viskozita koncentra¢ni fady lysinu po jednom mésici pro zjisténi degradacnich procestu. Ani
po mésici vSak nedoslo k vyrazné zméné viskozity roztoka.

¢ 70°
® 050"

Clys/ CHA

C
Obrazek 14: Zavislost relativni viskozity roztoku HA s protonizovanym lysinem na —— pro

HA

sklon kapilary 50° a 70°
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Obrazek 15: Zavislost relativni viskozity roztoku HA s protonizovanym lysinem po mésici na

C S
% oro skion kapilary 50°

Cha

V piipadé relativni viskozity koncentraéni fady HA s 6AKK je obdobné jako u lysinu
patrny pokles viskozity. Na rozdil od piedchozi fady vSak neni natolik markantni a dochdzi
knému pozvolné. Vypovida to o tom, ze u 6AKK nenastavaji tolik silné interakce
s nizkomolekularnim hyaluronanem jako v pfipadé lysinu. V oblasti koncentrace 6AKK
2 mmol-dm™ nastava pro relativni viskozitu lokalni maximum. To by mohlo byt zplisobeno
niz§im mnozstvim kladné nabitych castic v roztoku — interakce by pak nastavaly az od této
urcité koncentrace, kdy je jiz dostatek protonizovanych amino skupin v roztoku. Tato
zavislost je viditelna na nasledujicim grafu.
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Obrazek 16: Zavislost relativni viskozity roztoku HA s protonizovanou 6AKK na —25<

CHA

4.4. Dynamicky rozptyl svétla

Prvni méfeni DLS bylo provedeno u koncentra¢ni fady HA s lysinem bez piidavku
elektrolytu. Nékolik roztoki vykazovalo vysoky index polydisperzity a piestoze byly v§echny
roztoky filtrovany a odstiedény, objevovaly se pii méfeni vyrazné vétsi Castice, nez bylo

CI
otekavano. Na nasledujicim grafu zavislosti dvoy Na —— je patrny rostouci trend.
HA

S pridavkem protonizovaného lysinu tedy dochazi ke zvétSovani ¢astic v roztoku.

[
o

\ol (nm)
O P N W H» U1 O N 0 L
o

Clys/ CHA

CIys

Obrazek 17: Zavislost dq roztoku HA s protonizovanym lysinem na .
HA
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Obrazek 18: Zavislost din; roztoku HA s protonizovanym lysinem na DLl

CHA

Druhym ukolem bylo zjistit miru interakci HA s lysinem protonizovanym pouze do pH

0,25% kyseliny hyaluronové — hodnota pH 5,6. Pti téchto méfenich se jiz neobjevovaly tolik
odlehlé hodnoty. Velikost ¢astic vSak byla podstatn€ mensi. Presto je vidét stale jasny rostouct

trend — viz nasledujici graf.

2

Clys/ CHA

C
Obrazek 19: Zavislost dyo roztoku HA s protonizovanym lysinem do pH 5,6 na Ll

Cha
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Software Kk pfistroji Zetasizer nebyl schopen vyhodnotit korela¢ni funkce jako dobré.
M¢étené vzorky byly vzdy pro analyzu moc polydisperzni. Je mozné, Ze jsou ve vzorku
obsazeny moc velké Castice ¢i prach, ktery by ovSem mél byt eliminovan filtraci. Déle je
mozna zména konformace HA v roztoku mechanickym pisobenim — HA muze v roztoku
vytvofit dlouhy fetézec, ktery 1ze mirnym tlakem ptefiltrovat a poté mize zpét ziskat svou
sbalenou podobu. Na obrazcich v ptiloze (Obr. 29 a Obr. 30) je mozno porovnat korela¢ni
kiivky roztokii bez piidaného elektrolytu a s jeho ptidavkem.

Pro dal$i koncentra¢ni fadu lysinu bylo tedy provedeno méfeni Ctyi roztoki HA s rtiznou
koncentracii NaCl — 0,1; 1,0; 10; 15 mmol-dm™. Nejlépe reprodukovatelné vysledky
vykazoval roztok HA s 15 mmol-dm™ NaCl. S rostouci iontovou silou v roztoku by mélo
dochazet postupné ke zmensovani ¢astic v roztoku. Na nasledujicich grafech je vSak patrné,
ze se jednotliva kritéria neshoduji. dyo vykazuje opacny trend neZ ostatni kritéria — rostouci
velikost ¢astic. Porovnani je zde provedeno s kritériem Z-average. V piiloze viz Obr. 31 je
vidét pro prvni intenzitni pik stejny trend jako pro Z-average. Je proto dtlezit¢ hodnotit
vysledky dle vice kritérii zaroven.

0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

C nact (mmol-dm3)

Obrazek 20: Zavislost dyo roztoku HA s NaCl na koncentraci NaCl
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Obrazek 21: Zavislost Z-average roztoku HA s NaCl na koncentraci NaCl

Pro hodnoceni koncentragni fady HA s lysinem a 15 mmol-dm™® NaCl byl jako prvni
vybran parametr intenzity. Ve vSech ptipadech méfeni se objevuji dva piky pro diy. V ptipadé
této koncentra¢ni fady je tento rozdil vidét nejmarkantnéji. Prvni pik velikosti Castic se
pohybuje v fadu desitek nanometrt, druhy pik pak v fadu stovek jak je vidét na nasledujicim
grafu. Procentuelné jsou v roztoku vice zastoupeny Castice z oblasti prvniho piku, tedy ty o
velikosti desitek nanometri. Podstatné vétsi ¢astice druhého piku pak pfispivaji do celkové
intenzity zhruba ze 30%. Plocha jednotlivych piku je vidét na obrazku v ptiloze viz Obr. 31.
Je pravdépodobné, Ze v ¢astech roztoku jsou vytvotreny veEtsi agregaty. Stéle je patrny rostouci
trend ve velikosti ¢astic s ptidavkem lysinu.
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Obrdzek 23: Zavislost Z-average roztoku HA s protonizovanym lysinem a 15 mmol-dm™ NaCl

na

CIys

CHA
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Obrazek 24: Zavislost dyo roztoku HA s protonizovanym lysinem a 15 mmol-dm™ NaCl na
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Record 249: HYAQD.1-hys0.9-15mM_MaClz 1 Record 256: HYAD. 1-lys2-15mM_NaCl2 2
Record 263: HY A0 1-ly=4-15mM_NaCl2 3 — Record 2656: HY AD.1-lys7-15mM_NaCl 3

Record 275 HYA0.1-lys10-15mW_NaClZ 3
Record 283: HYAD.1-tys20-15mM_NaCl 2

Record 277: HY A0 1-lys15-15mM_NaCl 2

Obrazek 25: Zavislost dyo roztoku HA s protonizovanym lysinem a 15 mmol-dm™ NaCl — data
ziskana z pristroje

Posledni méfena koncentracni fada byly roztoky HA s lysinem protonizovanym do pH 6,1
(pH HA) s pridavkem 15 mmol-dm™ NaCl. Na hodnotach Ize stale vid&t jasny rostouci trend
velikosti ¢astic dle objemu 1 intenzity. Jsou zde patrné opét dva piky intenzity. Rozdil mezi
velikosti v8ak jiz neni natolik patrny. Tuto zavislost Ize vidét na nasledujicim grafu. Plocha
téchto pikil se viceméné u vSech vzorki vyrovnala.
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Obrazek 26: Zavislost din; roztoku HA s lysinem protonizovanym do pH 6,1 a 15 mmol -dm’
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Obrazek 27: Zavislost do roztoku HA s lysinem protonizovanym do pH 6,1 a 15 mmol-dm™
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NaCl na —2
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5. ZAVER

Cilem této prace bylo prostudovat informace o elektrostatickych interakcich
nizkomolekuldrni kyseliny hyaluronové s protonizovanymi aminokyselinami lysinem a 6-
aminokrapornovou kyselinou. Ke zkoumani téchto interakci bylo vyuzito né€kolika metod:
pH-metrie, konduktometrie, viskozimetrie a dynamicky rozptyl svétla. V piipadé pH-metrie a
konduktometrie byly hodnoty roztokit HA s AMK porovnany s roztoky ¢istych aminokyselin
ve vode. Viskozimetrie byla méfena u roztokii HA s AMK a velikost ¢astic byla métena
pomoci DLS u roztoki HA s protonizovanym lysinem bez pfidavku nizkomolekularniho
elektrolytu, s lysinem protonizovanym do pH HA a s pfidavkem NaCl.

Pomoci pH-metrie byl potvrzen vznik interakci HA s protonizovanymi aminokyselinami.
Doslo ke zvyseni pH oproti roztoku s aminokyselinou ve vodé bez HA. Nejpatrnéjsi rozdil
nastavé v oblasti nizkych koncentraci 0,9-7 mmol-dm™ jak pro lysin tak pro 6AKK. Dochézi
ke snizeni poctu kladné nabitych castic v roztoku pravdépodobné v disledku tvorby
elektrostatickych parti mezi karboxylovymi skupinami a aminoskupinami.

V piipad¢ méfeni vodivosti by se interakce mezi HA a protonizovanymi aminokyselinami
projevily snizenim vodivosti roztokd. Oproti méfeni vodivosti Cistych aminokyselin ve vodé
nastal opravdu prudky pokles viskozity pievazné v oblasti nizkych koncentraci aminokyselin
v roztoku HA. Pro lysin v oblasti vyssich koncentraci jiz nebyl rozdil ve vodivosti nijak
patrny pravdépodobné vysokou vodivosti samotného lysinu ve vodé a nasycenim HA fetézce
molekulami lysinu. U 6AKK nastalo zvySeni vodivosti celkového roztoku pravdépodobné
z diivodu nizké vodivosti roztoku aminokyseliny — nejvyssi podil vodivosti pak tvoii roztok
HA. Pro nasyceni HA 6-aminokapronovou kyselinou je potieba pfiblizné dvojnasobna
koncentrace oproti lysinu diky pouze jedné aminoskupiné v fetézci.

Vysledky viskozimetrického méteni prokazaly vznik interakci mezi HA a protonizovanymi
aminokyselinami. S ptidavkem aminokyselin do roztoku HA dochazi k relativnimu poklesu
viskozity celého systému. V pfipadé¢ nejvysSich méfenych koncentraci 15-20 mmol-dm
k poklesu jiz nedochazi pravdépodobné diky nasyceni karboxylovych skupin HA amino
skupinami protonizovanych aminokyselin.

Méfeni velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla bylo provedeno u nékolika
druhti koncentrac¢nich fad HA s protonizovanym lysinem. Nejprve bylo provedeno méteni
koncentracni fady bez ptidavku nizkomolekularniho elektrolytu, kde nastavaly pomérné velké
odchylky pfi méfeni a pfistroj Casto vyhodnocoval korela¢ni kiivky jako Spatné diky
vysokému indexu polydisperzity. Déle byla proméfena koncentra¢ni fada lysinu, ktery byl
protonizovan pouze do pH 0,25%hm. HA. Vysledky jiz nevykazuji tak velké mnozstvi chyb
jako v ptedchozim ptipadé. Nejvice vSak byly zkoumany interakce u koncentracnich fad
s piidavkem NaCl — HA s protonizovanym lysinem a 15 mmol-dm™ NaCl a HA s lysinem
protonizovanym do pH 0,1%hm HA a 15 mmol-dm™. Ve viech piipadech je patrny rostouci
trend velikosti Castic s pfidavkem protonizovaného lysinu. Dle intenzity je moZno pozorovat
v roztocich vZdy dva piky o riizné velikosti Castic. Je patrné, Ze tedy vznikaji v roztoku 1 vEtsi
agregaty.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA hyaluronan, kyselina hyaluronova
6AKK 6-aminokapronova kyselina

Da Dalton-jednotka molekulové hmotnosti (1 Da = 1,66-10%" kg)
CD44 specificky receptor pro kyselinu hyaluronovou
n dynamicka viskozita

T te€né napéti

v kinematicka viskozita

r polomér

d prumeér

p hustota

M molarni hmotnost

&r relativni permitivita

£0 permitivita vakua

Q elektricky naboj

T Ludolfovo ¢islo

G vodivost

a aktivita

U napéti

I elektricky proud

R elektricky odpor

C koncentrace

F sila

a hladina vyznamnosti pro Dean-Dixontlv test
Qn kritické hodnoty pro Dean-Dixontv test
K konduktivita

S plocha elektrod

I vzdalenost elektrod

p kompenzacni teplotni faktor vodivosti
Nrel relativni viskozita

Grelt relativni vodivost 1

Grel2 relativni vodivost 2

DLS dynamicky rozptyl svétla
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Obrazek 28: Titracni kiiivka 240 mmol-dm™ 6-aminokapronové kyseliny 0,IM HCI — zelené

hodnoty pro nizké pH prolozeny linedrni regresi
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Obrazek 29: Korelacni kiiivka pro roztok HA bez pridaného elektrolytu
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Obrazek 30: Korelacni krivka pro roztok HA s pridanim elektrolytu
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Obrazek 31: Zavislost dine roztoku HA s NaCl na koncentraci NaCl
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Obrazek 32: Plocha jednotlivych pikii intenzity roztoku HA S protonizovanym lysinem a 15
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Obrazek 33: Zavislost Z-average roztoku HA s protonizovanym lysinem do pH 6,1
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Obrazek 34: Plocha jednotlivych pikii intenzity roztoku HA s protonizovanym lysinem do pH
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