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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem interakci mezi vysakekulovou kyselinou hyaluronovou
(1,75 MDa HA) a aminokyselinami, konkrétrdysinem a 6-aminokapronovou kyselinou.
K interakcim by nilo dochazet mezi karboxylovou skupinou vazanou \ekdeietzce HA
nesouci zaporny naboj a kladnym nabojem nachaxepgei na atomu dusiku protonizované
aminokyseliny. Fitomnost &chto interakci by pak znamenala moznost navazai legiv
na modifikovanou kyselinu hyaluronovou. V takovéiippd by HA fungovala jako cileny
NoSEK.

Interakce byly zkoumany v oblasti nizkych koncaotmpro o aminokyseliny, konkréth
pod 10 mmotm?, a pro 6-aminokapronovou kyselinu také v oblagsokych koncentraci,
konkrétré nad 20 mmotim®. Pritomnost interakci byla zkoumana nejeamoci reologie,
ale i méfenim pH a vodivosti. Na zakladohoto vyzkumu byly interakce potvrzeny poklesem
viskozity v systému

ABSTRACT

This bachelor thesis investigates the interadbietwveen high-molecular weight hyaluronic
acid (1.75MDa HA) and amino acids, particularlysihe and 6-aminocaproic acid.
The interactions should occur between the carbgsglips of HA carrying a negative charge
and a positive charge located on the nitrogen atdmthe protonated amino acids.
The presence of these interactions would mean tssilplity of establishing bioactive
compounds, e.g. drugs, on hyaluronic acid, in witigbould act as a targetting carrier.

The interactions were examined at low concemtnatifor both aminoacids, i.e. below
10 mmoldm®, and for 6-aminocaproic acid also at high amindacincentrations, i.e. above
20 mmoldm®, The presence of interaction was investigatedgusat only rheology, but also
by measuring pH and conductivity. Based on thiseassh, the interactions manifested
in terms of a decrease in the system viscosity.
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1.UVOD

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovdna v rat@34 Karlem Mayerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem énibo sklivce skotu. Kyselina hyaluronova owiije nas
kazdodenni Zivot. Jednd se o latku, ktera Seozere vyskytuje v lidském organismu,
avsak jeji koncentrace skem klesa. Nachazi se v synovialni tek&tiktzi, pojivovych
tkanich a kapilarnich &ach. Lidskédlo tedy nejen Ze dokaze tuto latku vyrobit, ale ditk
ji také samo odbouravat. Jeji vysoké hydrofilniskeelastické vlastnosti zafi§ji v tle fradu
dulezitych funkci jako naifp hydrataci tkani, tlumeni narazri chizi nebo promazavani
pohyblivych ¢asti €la, jako jsou klouby. Prav diky tmto predpokladm si kyselina
hyaluronova nasla Siroké uplétn nejen v lékestvi, ale i v kosmetice.

V souwasné dob je vSak vyzkum kyseliny hyaluronové zé&mn zejména na jeji pouziti
v [ékarstvi, konkrét pak k I&eni rakoviny. Na zakladvysledki vyzkumu bylo prokazano,
Ze HA se nachazi ve zvySeném mnozstvi i v rakovorofich buikach, kde je vazana
pomoci buiénych receptar CD44. Prag tato skuténost by mohla byt s vyhodou vyuZita
k 1é¢eni rakoviny, kdy by pacient nemusel absolvovanatierapii. Kyselina hyaluronova by
tedy mohla fungovat jako ipnaseé, ktery by zanesl tvo piimo k postizené hice
rakovinou. DalSi vyuziti HA v lékatvi je zejména k vyrabocnich a nosnich kapek,
zvihéujicich povrch oka a sliznice, hojeni a regengpacipergnich a koznich ran.

Tato prace navazuje na bakakou praci Bc. Jana ZemarReplogické studium interakci
vysokomolekularniho hyaluronanu a protonizovanychinakyseli), v jehoz studii byly
dokazany elektrostatické interakce kyseliny hyalorge s aminokyselinami, konkrétipak
s lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou. V tomigpgct se jednalo o studium interakci
vysokomolekulového hyaluronanu ggtusSnymi aminokyselinami v SirSim koncewgtram
rozpsti.

Hlavnim cilem této prace je vSak prokazaitgmnost elektrostatickych interakci mezi
hyaluronanem s lysinem v oblasti nizkych konceiiteacs 6-aminokapronovou kyselinou
v oblasti nizkych i vysokych koncentraci. K intetak by nelo dochazet mezi
aminoskupinou, ktera je obsaZzena v molekule amiselkyy a karboxylovymi skupinami
nachazejicich se v molekule hyaluronanu. AminoskapivSak musi byt nejive
protonizovana mineralni kyselinou. V této studiilabyk protonizaci pouZzita kyselina
chlorovodikova.



2. TEORETICKA CAST

2.1.Kyselina hyaluronova

2.1.1. Uvod

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana v rat@34 Karlem Mayerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem¢nibo sklivce skotu. Postupnym zkoumanim zjistié, tato
latka se sklada ze dvou molekul, uronové kyselimyranocukru. Od toho byl také odvozen
jeji nazev, zieckého slova "hyalos" (skelny) a z anglického wagid (uronova kyselina).
Dnes je vSak tato makromolekula spiSe nazyvana 'jakaluronan”, coz odrazi skuteost,
Ze v Zivém organismu existuje jako sodrid leyseliny hyaluronové (sodium hyaluronate)
[1,2]. Kyselina hyaluronova byla wbné praxi poprvé pouzita v roce 1942, kdy EndreaBsl
zazadal o patent pro pouZiti jako nahradu zatwgjbilek v pekeskych vyrobcich [1].

2.1.2. Struktura

Hyaluronan (hyaluronat sodny, kyselina hyaluronoydA) je linearni pirodni
polysacharid slozeny zei&gtaw se opakujicich disacharidovych jednotek. Ty seidji
z N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukuronové kyseliny a zegem jsou vazanyp (1-3)
ap (1-4) glykosidickou vazbou [3].
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. o o) ’
-0 HO
HO o o

NH
oAcH, /,

Obrazek 1: Zakladni strukturni jednotka kyselinglbyonové

Patet n opakujicich se disacharidovych jednotek v jednéekude kyseliny hyaluronové
muze nabyvat hodnot odkolika tisidi az do deseti miliain Kazda disacharidové jednotka
vaZzi [Fiblizng 400 daltori (zkratka této jednotky je Da, kde 1 Da =-ingl™) a jeji pimérna
délka je kolem 1 nm. Molekulova hmotnost kyselinyaluronové nize dosahnout
az 4 miliori Da. Délkaretzce tedy zavisi na molekulové hmotnosti. Pokud loyekula HA
méla n bliZici se 10 000, pak by jeji celkova délka nateshoretézce dosahovala 1m [2].

Zakladni retézec tvdageny glukézovymi kruhy, které jsou @ konfiguraci, umo#uje
vSechny své objemné skupiny (hydroxylovou skupinukaboxylovou skupinu) mit
Vv prostoro¥ priznivych eqatorialnich (rovnikovych) pozicich. Ma#my vodiku zaujimaji
prostoro¥ meér¢ priznivé axialni (svislé) polohy. Z vySe uvedenéhglyya, Ze struktura
disacharidu je energeticky velmi stabilni. Ke diahci celé struktury fispivaji také celkem
¢tyfi vodikové mistky na kazdy merettzce. K tvorld vodikovych niistki dochazi



mezi vodikem, vazanym na hydroxylovych a karboxytdv skupinach, a kyslikem, ktery je
vazan v glukézovém cyklu [1].

Ve vodném prosedi interaguje hyaluronan s rozpauaém, cozZ se projevuje navazanim
vody na strukturdrettzce. V tomto progedi dochazi k obt&ni strukturyrettzce a vzniku
Sroubovice (helix). Axialni atomy vodiku tkionepolarni (hydrofobnigastietzce, zatimco
rovnikové postranni hydroxylové a karboxylové skypitvori polarni (hydrofilni) ¢ast
fettzce. Nepolarnicast rettzce je orientovana dovhita polarnicast fettzce do vijSiho
prostedi, které je tvieno rozpoustdlem. Vysledkem této struktury je vysoka hydrofilit
hyaluronanu, ktera figobuje navazani molekuly vody rettzec HA. Voda se vaze do mist,
kde se fpvodre nachazely vodikové #stky mezi aminoskupinou glukosaminu
a karboxylovou skupinou glukuronové kyseliny. Dadhi@k ke vzniku tzv. vodnéhoistku.
Diky vysoké molekulové hmotnosti ma kyselina hyahova unikatni viskoelastické
a reologické vlastnosti, a proto hraje¥itou roli v Zivych organismech [1,2,3].
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Obrazek 2: Zn4zoemi vodikovych wstki mezi N-acetyl-D-glukosaminem (N) a kyselinou
D-glukuronovou (G) v bezvodém priasti
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Obrazek 3: Zn4zoemi vodikovych wstki mezi N-acetyl-D-glukosaminem (N) a kyselinou
D-glukuronovou (G) ve vodném praesdi s vyznéenym vodnym istkem



Vodny roztok kyseliny hyaluronové je bezbarvy a zépachu. Viskozita (vriiti odpor
HA proti toku) i elasticita (schopnost struktury Hpodléhat mechanickému namahani,
piicemz nedochazi k jejimu trvalému poskozeni) kysehggluronové se liSi v zavislosti
na jeji koncentraci a molekulové hmotnostim vy33i molekulové hmotnosti a koncentrace
HA dosahuje, tim vySSi je jeji viskozita i elagtci4].

2.1.3. Vyskyt

HA se v lidskémde vyskytuje jako sodnaikkyseliny hyaluronové (sodium hyaluronate).
Ve vysokych koncentracich se nachéazi &kterych nekkych pojivovych tkanich, i,
pupeni &iafe, synovialnich tekutinach, sklivci, plicich, ledach, mozku a svalovych
tkanich [1].

Tabulka 1: Vyskyt kyseliny hyaluronové&izmych ZiveisSnych tkanich [3]

Misto vyskytu MnoZstvi Jednotka
Kohouti Hebinek 7500 [ng'ml?
Lidska pupeéni &tira 4100 [ng'ml?
Lidské& synovialni tekutina 1400 — 3600 [ng-ml?
Nosni chrupavka skotu 1200 [ng'ml?
Lidsky sklivec 140 — 340 [ngml?
Lidsk& pokozka 100 [ngml?
Mozek krélika 65 [ng-ml?
Srdce krélika 27 [ng-ml?
Lidsk& ma 0,1-0,3 [ngml?
Lidské sérum 0,01-0,1 [ng'ml?

2.1.4. Vyroba

Poprvé byla kyselina hyaluronova izolovana v rd@®34 Karlem Mayerem a jeho
asistentem zamiho sklivce skotu. Nasledrbyla ziskana z lidského pufreku, a kratce poté
o vysoké molekulové hmotnosti i Zébinku kohouta [2]. V dneSni dble ziskavana pomoci
biosyntézy wkterych bakterii z rodstreptococcusStreptococcus equrodukuji kyselinu
hyaluronovu o nizSich molekulovych hmotnosteSireptococcus zooepidemicpsodukuji
kyselinu hyaluronovou o vysSich molekulovych hmeatech, které se blizi 2 MDa [3,5,6].

2.1.5. Vyuziti

Kyselina hyaluronova je viznych koncentracich lidskémalu latka vlastni, nachazejici
se ve vSech biologickych tekutinach a tkanich.ld&eu pojivovych tkani a kapilarnichést
¢imz brani pronikani cizorodych a patogennich latiek organismu. Vzhledem k tomu,
Ze kyselina hyaluronova je vysoce hydrofilni, jg fankci v €le, mimo jiné, vazat na sebe
vodu, promazavat pohyblivéasti tla (klouby) a tlumit narazy ip pohybu. Zarove
kontroluje hydrataci tkani ar@nos vody vdle. Jeden gram HA je schopen na sebe navazat
vice nez 2litry vody, diky tomu feme kyselinu hyaluronovou ozfita za g@irodni
hydrat&ni prostedek [4]. S fibyvajicim wkem vSak obsah kyseliny hyaluronové&letklesa
(pokles HA zd@ina po 40. roku zivota). HA je tedy odbouratelna aaganismu nedochazi
k jeji kumulaci [7]. Diky tomuto fedpokladu kyselina hyaluronova naSla Siroké uptdtjak
v kosmetickém pmyslu, tak i v medici@ V kosmetickém pimyslu je HA pouzivana
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zejména na obnovu a rekonstrukatkikych tkani, k hydrataci pokozky. V medi¢ise pak
pouziva zejména jako diagnosticky ukazatel pro ronobmoci ¥etné rakoviny (zvysSena
hladina HA), ale i pro doptimi synovialni tekutiny pomoci nitrokloubnich injék&yselina
hyaluronova je hlavni sloZkou sklivce oka, a pregégpouziva wadé ocnich operaci, kde diky
svym viskoelastickym vlastnostem chrani jemné&nio tkart a poskytuje prostor
pii chirurgickych zakrocich. Jeji dalsi mozné pouzjg ve forng ocnich kapek,
které girozert zvihcuji povrch oka a také ve fomosnich kapek zvttujicich nosni sliznici.
Mezi dalSi moZznosti vyuZiti pathojeni a regenerace poopareh a koznich ran. Kyselina
hyaluronova byla také zkoumana jako zpfedkovatel penosu Iék pro ani, nosni a plicni
podani [1,2,3].

V souwasné dob je vSak vyzkum kyseliny hyaluronové zé&mn zejména na jeji pouziti
v [ékarstvi, konkrét pak k I&eni rakoviny. Na zakladvysledki vyzkumu bylo prokazano,
Ze HA se nachazi ve zvySeném mnozstvi i v rakovorofch buikach, kde je vazana
pomoci bugénych receptar CD44. Praw tato skuténost by mohla byt s vyhodou vyuZita
k 1é¢eni rakoviny, kdy by pacient nemusel absolvovaihubterapii. Ta zasahuje cely lidsky
organismus, a tim paddem ma i mnoho vedlejSighka zhorSujicich celkovy zdravotni stav
pacienta. Kyselina hyaluronova by tedy mohla furajqako genase, ktery by zanesl t@vo
piimo k rakovinou postiZzené hce.

2.1.6. Reologické vlastnosti

Jiz fadu let je zkoumano chovani kyseliny hyaluronovévednych roztocich zivodu
unikatnich viskoelastickych vlastnostiii Rlostaténé¢ vysoké molekulové hmotnosti HA
vykazuje za velmi nizkych koncentraci dosti vysokakozitu, kterd se vSakipvySujici se
smykové rychlosti snizuje. Z grafu (Obrazek 4),rktenazotiuje tokovou Kvku® kyseliny

hyaluronové je patrné, zdiprelmi nizkych smykovych rychlostech, kci/y_. , 8e roztok
HA chové jako newtonska kapalina. V této oblastitgely charakterizovana tzv. limitni
viskozitou 77,. Obdobné chovani je pozorovatelné iu vysokych kamych rychlosti,

kde;./_> o. V tomto gipact je charakterizovana tzv. asymptotickou viskozitey ,

~ s

ktera dosahuje nizSich hodnot nez limitni viskozi®&tom plati, Ze limitni viskozita je
vykazovana u HA s vysokou molekulovou hmotnostit§gdech MDa), kter& méa narozdil
od nizkomolekulové HA dostates dlouhéretzce, u kterych dochazi k jejich vzajemnému
zaplétani v oblasti nizkych smykovych rychlosti.zbpletenychiettzch je lepSi schopnost
odolavat deformaci, nedochazi vSak mezi nimi kgarméé interakci. Tato limitni viskozita je
tedy zavisla pedevSim na zmé@mé molekulové hmotnosti, koncentraci daného roztoku
a smykove rychlosti. Jedna se o projev typickéhotoeského chovani. Pokud vSak dojde
k velmi rychlému narstu smykové rychlosti, pohyblivost zapletendbtizce HA z&ne byt
znané omezovana a snizi se schopnost odolavat deforiRatizce se orientuji ve sfru
toku a nésledkem toho dojde k poklesu viskozity. t¥mto okamziku se jedna
o charakteristické nenewtonské chovaniivd@iniho propletenitettzce mize byt ot

! Tokové Kivky jsou charakteristické pro nenewtonské kapalinykterych nerizeme wéit jednu hodnotu
dynamické viskozity, kterd by byla konstantni vérel oboru t&ného napti. Tokové Kivky tedy zobrazuji

grafické znazorni zavislosti t€ného napti na smykové rychlosti, tjiz =7 ()/), nebo zavislosti zdanlivé

viskozity na smykové rychlosti, tf7 = 17 () [8,9].
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dosazeno pouze v omezenéraniim, Ze se po &ité dolE ¢ast strukturyietzce zrelaxuje.
To ovSem zaleZi na i@ mechanického tsobeni. Pokud je tedy dosahovano dos&tgte
velkych smykovych rychlosti, k propletefdtzce jiz nedochazi a HA bude @prykazovat
newtonské chovani (asymptotickd viskozita). Naadkltéchto skuténosti je kyselina
hyaluronovaazena mezi pseudoplastidkapaliny [10,11,12,13].

U nizkomolekulové HA (pod 500 kDa) jiz popsané\dmd prokdzano nebylo. Vzhledem
k tomu, Ze v tomtoifjpact iettzec nedosahuje dosténe velkych roznéra, nedochazi k jeho
proplétani. Nizkomolekulova HA tedy vykazuje nevdké chovani, tj. s rostouci smykovou
rychlosti nedochazi k poklesu viskozity [10,12].

1,000
M) i
©
o
20,1000 oo 00 o
g ’ : L B @ .....
] 7 e Ny
0 ] o
0,01000 T T T IIIII| T T T IIIII| T T IIIIII| T T T I'IIII
0,1000 1,000 10,00 100,0 1000

shear rate (1/s)

Obrazek 4: Tokovakka 0,1% roztoku 1,75 MDa kyseliny hyaluronové&ow®
pri teplote 25 °C

2.1.7. Interakce kyseliny hyaluronové

Jako interakce kyseliny hyaluronové jsou uvazovaslektrostatické interakce,
tzv. Coulombické interakce. Jedna se iitagilivé nebo odpudivé nekovalentni interakce,
které vznikaji mezi déma op&né nabitymi naboji nebo permanentnimi dipdly. Latlepy
k sok& pritahovany pomoci Coulombické sily, ktera je defiamowa Coulombovym zédkonem:

F = ! ﬂQlHZQZ', (1)

¢ AmEE v

kde Q, a Q, jsou velikosti nabdi, &, je permitivita vakua,&, je relativni permitivita
prostedi ar je vzdalenost nabij14].
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V souwasné dob se vyzkum zagiuje na interakce mezi HA a amfifily, konkrétn
aminokyselinami. Tyto interakce jsou zkoumaniedevsim z dlvodu jejich praktického
pouziti v medicid. Vzhledem k tomu, Ze HA je lidskémaslu latka vlastni, mohla by byt
vyuzita jako penase I&Civ napr. na misto zasazené rakovinou. V experimentésti této
prace budou zkoumany interakce mezi HA a aminokyaeli, konkrétg pak s lysinem
v oblasti nizkych koncentraci a 6-aminokapronovgseknou v oblasti nizkych i vysokych
koncentraci. Jedna se o fyzikalni upravu HA, kdmijsa polysacharidovietzec pomoci
elektrostatickych interakci navdzany postranni kgdie aminokyselin. Takto upravena HA
v kombinaci s vhodnymi aminokyselinami by pak mobja schopna na sebe navaz#ive
a cilert je transportovat do postizeného mista. Lysin an@iekapronova kyselina slouZzily
pouze k o¥reni vySe zmiénych interakci, ve skuteosti na sebe nejsou schopnyivé
navazat.

Vyzkum interakci mezi HA a aminokyselinami byl diazen zakladnimi poznatky
o elektrostatickych interakcich mezi HA a katiomakimi tenzidy [15,16]. Jak kationaktivni
tenzidy, tak aminokyseliny jsou amfifilni latky, i ve své molekule obsahuji navazany
atom dusiku. Tenzidy jsou definovany jako povrchaktivni organické latky, snizujici
povrchové nagti kapalin, diky¢emuz usnaiiliji rozpou&ni i malo rozpustnych latek jako
jsou nap. létiva. Strukturu tenzidu tud nepolarni (hydrofobni) konec, kterym je alkylovy
fetzec a polarni (hydrofilni) konec, kterym je u katdtivnich tenzid kation.

Kvartérni amoniové soli jsoiiazeny mezi kationaktivni tenzidy a famezi nejvice
prozkoumané z hlediska interakci s HA. Jejich st je tvdena alkylovymiettzcem
(hydrofébni konec) a amonnym Kkationtem (hydrofilikionec). Tyto tenzidy se
od aminokyselin odliSuji zejména tim, Ze neobsahigidnou karboxylovou skupinu
anaatomu dusiku maji kladny naboj. Vzajemna padoimterakci mezi HA
s aminokyselinami a HA s kationaktivnimi tenzidyo&ipa predevSim v tom, Ze k interakci
dochéazi mezi kladnym nabojem, ktery se nachaziterawdusiku a karboxylovou skupinou
obsazenou ve strukiel HA. V pipad aminokyselin Ize kladného naboje na atomu dusiku
vazaného v aminoskugiosahnout jeji protonizaci (zmou pH) [15,16,17].

Jak jiz bylo zmigno v Uvodu, tato prace navazuje na baiskidu praci Bc. Jana Zemana
(Reologické studium interakci vysokomolekularnihcaldrgnanu a protonizovanych
aminokyselilh Interakce mezi vysokomolekulovou HA a protonianymi aminokyselinami,
konkrétré lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou, byly dokdz&e vySe zmigné praci
pomoci méteni viskozity. V gitomnosti interakci dochazi ke snizeni relativrékorzity,
viz Obrazek 5. V fipad méieni roztoki HA s lysinem byla prokadzana néfsi mira interakci
v koncentrani oblasti 0-10 mmedim®. U roztoki HA s 6-aminokapronovou kyselinou byly
vykazovany interakce v koncentrd oblasti 0-20 mmedim®. Vzhledem k tomu, Ze u lysinu
i 6-aminokapronové kyseliny se v bakalé praci Bc. Jana Zemana jednalo e&feni
v SirSim koncent@im rozgti, je tato prace zafhena na o¥feni interakci v extrémnich
koncentracich, tj. v oblasti nizkych a vysokych éemtraci [18].
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Obrazek 5: Pokles relativni viskozity u rozi¢kA s lysinem a HA s 6-aminokapronovou
kyselinou [18]

2.2.Lysin

Lysin pati do skupiny esencialnich kédovanych aminokysddiaré si lidsky organismus
nedokaze sam syntetizovat, a proto je musimi@gmat v potra¥. Nachazi se nap
v ml&nych vyrobcich, lughinach, ho¥zim a kdecim mase. Lysin piat mezi zakladni
stavebni kameny bilkovin. J&ldZity pro spravnyirst, pomaha snizovat hladinu cholesterolu,
absorbovat vapnik, dale jaildzity pro tvorbu kolagenu a pojivovych tkaniewe kuze,
Slach a chrupavek. Nedostatek lysintze zgisobit Gnavu, nevolnost, zawatztratu chuti
k jidlu, neklid, pomalyist a anémii [19]. Jiz vice nez 40 let je lysin \p#ra pomoci bakterii
Corynebacterium glutamicuf0].

Ve struktdae lysinu se nachazi navazané dwinoskupiny. Jedna aminoskupina je vazana
na primarnima-uhliku a druha na-uhliku. Vzhledem k tomu, Ze se na postranti@®izci
molekuly lysinu nachazi aminoskupina, je lysitazen mezi zasadité aminokyseliny.
V kyselém prosedi se tedy chova jako zasaddijima proton atvéi amonny kation.
Disociani konstanty lysinu pKi 25 °C jsou plkoon= 2,20, pkz= 8,90 a pKnn2= 10,28.
Hodnota izoelektrického bodu lysinu je 9,59. SystBoky nazev lysinu je kyselina
2,6-diaminohexanova, v literawi byva také &kdy ozn&ovan zkratkou Lys nebo pismenem
K [21].

0

H,N
2 OH

NH,

Obrazek 6: Lysin
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2.3.6-aminokapronova kyselina

6-aminokapronova kyselina je ve své stristpodobna lysinu. V jeji molekule se vSak
nachazi jen jedna aminoskupina vazana-ndaliku, ktera zpsobuje bazické vlastnosti této
latky. Na rozdil od lysinu, ktery ma ve své struktwazany d¥ aminoskupiny, je 6AKK
mére bazickou. Disociéni konstanty pK B 25°C 6AKK jsou pkoon= 4,43
a pKynz = 10,75. Hodnota izoelektrického bodu 6AKK je 7ystematicky nazev 6AKK je
6-aminohexanova kyselina. Velkého vyuZiti naSla BAkKkomerné znama jako Amicar)
v [ékarstvi, kde se pouziva ke kontrole krvaceni po opehnasrdce [22].

O

H N\/\/\)\
2 OH

Obrazek 7: 6-aminokapronova kyselina

2.4 . Konduktometrie

2.4.1. Zakladni definice

Konduktometrie je elektrometrickd metoda, pomdefé zji¥ujeme, zda ma dany material
nebo roztok schopnost vést elektricky proud, tervgdivy. Vodivost roztoku je podmina
piitomnosti pohyblivych¢astic, ionfi, které nesou naboj. Cilem této metody j&ieni
elektrickych vlastnosti celého objemu roztoku meektrodami.Cim vice ma dany roztok
nabitych ¢astic, tim |épe vede elektricky proud, a tim vygShodnota vodivosti. Vodivost
je definovana jakoievracena hodnota elektrického odpBruznai se G :

_1
G=r. )

Jednotkou vodivosti je Siemens net@lt, ktery v soustav SI mizeme vyjadit ve tvaru
m?%kg's>A% P meieni vodivosti se vyuZivaji dvvodivé desky (elektrody), které jsou
umiseny v roztoku. Nadchto deskach je poripedeni stidavého nagti U meien elektricky
proud | . Vodivost se nasledrurci z Ohmova zakona:

_
G=1- 3)

Pii méfeni vodivosti dvoudes ma vysSi vodivost t@leso, u kterého Ize natiit vyssi
hodnotu elektrického proudu, tj. projde jinit8f nabojQ za jednotkucasut. Geometrické
vlastnosti vodie, konkrétg pak plocha elektro® a jejich vzdalenost, piimo ovliviuji
vodivost. Z tohoto dvodu byla zavedena dalSi w#lia zvana rérna vodivost neboli
konduktivitax. V pripac, Ze néfime vodivost v soust&w jednotkové vzdalenosti elektrod
a jednotkové ploSe elektrod, plati vztah:
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k=G (4)

(ol

Jednotkou konduktivity je ‘81, v soustay Sl je pak vyjatena ve tvaru mkg™s>AZ.
Mérnd vodivost k charakterizuje analyzovany roztok, podiS charakterizuje ®fici
zaizeni — vodivostni nadobku [23,24,25].

b

Obrazek 8: Princip @¥eni vodivosti

V experimentélnéasti této prace budediena vodivost roztakhyaluronanu

2.4.2. Metody méreni vodivosti

Vodivost roztoku mime pomoci vodivostni nadobky obsahujici ¢ delektrody.
Do roztoku je vlozena sklénd¢i plastova trubice (vySe zmina vodivostni nadobka). ®b
elektrody, které se nachazi uwnttubice, musi byt Upkh pondeny. Tyto elektrody jsou
obvykle pokryty platinovowerni. Vzhledem k tomu, Ze vodivost vyrézravisi na teplat
byva sodasti neficiho pristroje teplondr, ktery automaticky upravuje okamzitou teplotu
na kalibr&ni hodnotu teploty 25 °C.

Odporovou konstantu vodivostni nadobRycharakterizuje geometrie elektrod, ktera je

pii méreni vodivosti roztoku pomoci vodivostni nadobky hmacna, tznl/S se nemni.
Vlastnosti vodivostni nadobky jsou pak charakter&ty pomoci jeji odporove konstar@y

C:£:K|:R, (5)
G

kdeR je odpor [24,25].

Roztoky kyseliny hyaluronové s protonizovanymi aakyselinami byly mifeny pomoci
konduktometru.
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2.5.pH metrie

2.5.1. Zakladni definice

Obecrt hodnota pH slouZzi ke stanoveni kyselosti (acidity)asaditosti (bazicity) roztoku.
pH mizZe nabyvat ve vadhodnot od 0 do 14 figemz plati, Ze neutralni roztok ma pH rovno
7.V piipac, Ze se jedna o kysely roztok je pH mensi nez Zzasaditého je pH&SI nez 7.

V praxi mizeme pH roztoku #&fit raznymi zpisoby, nap. pomoci univerzalnich
indikatorovych papirk nebo pro pesrgjSi stanoveni se pouZzivaji pH metry.

pH je obecn definovano jako zapoénvzaty dekadicky logaritmus aktivity vodikovych
iontd. V pripad ziednych roztok byva aktivitni koeficient vodikovych iomt téme
jednotkovy, proto byva aktivita nahrazovana koncsit
pH=-loga,., (6)
Vv piipact ziednych roztok pak plati
pH =-logc,,. . (7)

Za neutrdlni latku je povazovana dokonédtta voda. Voda podléha samovolné disociaci
na oxoniové ionty KO', presrji vdak [H(H0)4" a hydroxylové ionty OH Tato disociace
vody se nazyva autoprotolyza a jeji celkova rovigce

2 H,0 - H3;0" + OH. (8)

Vznik oxoniovych iont je zagicinény tim, Ze volné vodikové kationty nejsou schopny
samostatné existence ve ¥o¥odikovy kationt je tedy hydratovan, tzn. reagsijmolekulou
vody a tim dochazi ke vzniku oxoniového kationté,p7].

Tabulka 2: Klasifikace pH

Roztok pH
Kysely <7
Zasadity >7
Neutralni =7

U reélnych roztok vSak dochazi k vzajemnému owlovani jednotlivych slozek systému.
Z tohoto divodu nenfizeme ve vztahu pro vypet pH pouzit latkovou koncentraci jako
u roztoki idealnich (fedtnych). K vypa@tu pH se v takovém ffpact pouziva aktivita.
Vzajemny vztah mezi aktivitou a koncentraaiuje tzv. aktivitni koeficient. Plati:
a =c L. ©)
Vztah pro vypdet pH, resp. pOH je pak ve tvaru:

pH =-log A, o = -log Chor DfH3O+ [26,27]. (10)
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2.5.2. Metody stanoveni pH

V praxi mizeme pH roztoku stanovitiznymi zpisoby, nap pomoci univerzélnich
indikatorovych papirk, které se pro kazdou hodnotu pH charakteristidkgrz. Pro velmi
piesné stanoveni pH se pouZivaji pH-metry.

2.5.2.1.Stanoveni pomoci univerzalnich indikatorowh papirki

Tato metoda stanoveni pH filamezi mé® presné (orientni). Jednad se o prouzky
filtracniho papiru, které jsou nap&dy vhodnym indikatorem. Poté, co se na tento prouze
nanese kapka analyzovaného roztoku, dojde k claarstickému zbarveni papirku.
Naslednym porovnanim zbarveni indikatorového papgkkalibrovanou barevnou stupnici
muzeme ukit pH.

2.5.2.2.Stanoveni pomoci acidobazickych indikatér

Tato metoda stanoveni pH fiatnezi gesné. Tyto acidobazické indikatory jsou roztoky
slabych organickych kyselin nebo zasad, u ktergchtmrveni nedisociovanych molekul liSi
od zbarveni jejich vlastnich iant- dochazi k oxidaci nebo redukci barviva. K malému
mnoZstvi analyzovaného roztoku se obvykle kdpnaZ B kapky fislusného indikéatoru,
nasledg se roztok promicha a sleduje se jeho charakikéstzbarveni. Tento typ stanoveni
pH se pouZiva zejména u acidobazickych titraci.[28]

Tabulka 3: Fiklady nejvyuziva#jSich acidobazickych indikator

Indikéator Barevny p fechod pH prechodu
Methyloranz cervena az zluta 3,0-44
Methylcerven cervena az zluta 4,2 -6,3
Fenolftalein bezbarvy a&ervenofialovy 8,2-10,0

2.5.2.3.Stanoveni pomoci pH-metru

Tato metoda stanoveni pH Hamezi velmi pesné. Je zaloZena naieni elektrického
potencialu mezi krnou elektrodou (sklemou) a referetni elektrodou (chloridogitornou)
na potenciometru, ktery mé vysoky vstupni odpoH-npetry se obvykle potenciometricky
kalibruji pomoci standardnich roziolo presrt znamém pH P standardni teplét Jako
kalibratni (standardni) teplota se nastavuje 20 °C nebSC25Nasledd se ngri pH
analyzovaného roztoku [29].

2.5.3. Chloridost¥ibrna elektroda

Chloridostibrna elektroda je referéni elektroda pH-metru, jejiz potencial je znamy
pro danou teplotu. Principem jeérani zngny elektrického potencidlu naiznych ¢astech
elektrody, ze kterych je nasletlmypacitano pH. Tento pH-metr je tedygsny potenciometr
s vysokym vstupnim odporem (obvykle je poZzadovanimmilrns 10 Q), jeho? Skéla je
v jednotkach pH [29].

Samotna chloridoibrnd elektroda se sklada z&stného dratku, ktery je potazeny tenkou
vrstvou chloridu sfbrného. Tento dratek je pammy do nasyceného roztoku chloridu
draselného. Celd elektroda je obalena sklen baikou, ktera ma maximalni {mer
do jednoho centimetru. Vesst sklerené baiky se nachazi membrana, reakce této membrany
na koncentraci kD" je charakteristicka. Tato membrana zajjé vodivostni kontakt roztoku

18



KCl s okolnim prosedim elektrody. V fipact rovnovahy mezi elektrodou a okolnim
prostedim dojde ke vzniku stalého elektrického potencidkento elektricky potencial ime
byt ovlivnén pouze zrdnou aktivity (koncentrace) vodikovych id@gnt roztoku KCI [30].
Pokud dojde k porieni elektrody do analyzovaného roztokunsabi to zmdnu rovnovahy
na strag roztoku KCI. Toto je zaiinéno tim, Ze na povrchu membrany sémal sorbovat
nebo desorbovat nabitgstice. Zmina rovnovahy na strénroztoku KCI zmisobi znénu
elektrického potencialu, coz vede kéemi pH v analyzovaném roztokuied kazdym
meétenim je nutné pH metr vZdy nakalibrovat. Kalibrasge provadi pomoci standardnich
roztoki o presré znamém pH §$ standardni teplét Tato pH jsou pakiffazena k ufitym
hodnotam elektrického potencialu. Jako kaltbfa(standardni) teplota se nastavuje 20 °C
nebo 25 °C.

Zmeénu elektrického potenciélu vyjage Nernstova rovnice:

- EO° —E[ﬂna

E(AgCI/Ag) ~ —(Ag*/Ag) = cl?

(11)

0
(Ag”/Ag)

potencial ustanoveny meziiigtrnym dratkem a roztokem KCR je univerzalni plynova
konstanta R=8,31441 K™ mol?), T je termodynamickd teplota roztoku [KFF je
Faradayova konstant& € 9,64810'C-mol*) aa_._ je aktivita chloridovych aniot

kde E ,ciag J€ POtencial chloridogorné elektrody, E je standardni elektrodovy

2.6.Reologie

2.6.1. Zakladni definice

Reologie je ¥dni disciplina, ktera se zabyva deformacemi a tokeaterial. Od toho byl
také odvozen jeji nazev, ktery se skladackych slov "rhein" (téci) a "logos" (nauka), nabol
véda o toku. Jeji zaklady polozil v roce 1929 ameritkzik E. C. Bingham a jeho kolega
Marcus Reiner [11].

Reologie popisuje deformaci latek vliveméjgich sil. Tato deformace byva ozoaana
jako tok neboli viskdzni deformace je velmi dobe pozorovatelna zejména u kapalin.
Krome této deformace existuje jestieformace plasticka a elasticka. Pro viskozni redai
obecr plati, Ze pi pasobeni vijSi sily se deformacerfimno anerné zvetSuje [8].

Pro znazoréni toku kapaliny je pouZzito dvou po sobe posouvajicich desek, uniisich
v konstantni vzdalenosti. Jedna z desekitmepohyblivou podlozku, zatimco druha deska
se pohybuje rovnatiré ve vzdalenosth rychlostiv, a tim dochazi k deformaci materialu
umiseéného mezi deskami.
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Obrazek 9: Model s posuvnymi deskami

Tuto zavislost mzeme vyjadit pomoci Newtonova viskozitniho zakonu:

r=rza‘jj—f=r/d/ [Pal, (12)

kde 7 je t&né napti, n je viskozita materiélui/ je rychlost @istu deformace, nazyvana téz
jako smykova rychlost [8,11,23].

Tectné nagti z je definovano jako podilisobici silyF, ktera vyvolava deformaci a plochy
A, na kterou tato silaigobi:
:% [N-m? = kgm™s?= Pal. (13)

Dynamicka viskozita materialy je definovana jako podil dga€ho napti a smykove

rychlosti:
n=g, == [Pas] (14)
m 14

Smykova rychlost;./ je definovana jako podil vzdjemné rychlosti pohylesek a jejich
vzdalenosti:

y=_Viey (15)

dh
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2.6.2. Newtonské a nenewtonské kapaliny

2.6.2.1.Newtonské kapaliny

Kapaliny, které se&idi Newtonovym viskozitnim zakonem ozngeme jako newtonské.
Obvykle se jedna aisté kapaliny nebo roztoky latek s nizkou molekolwvhmotnosti.
Pro newtonské kapaliny je charakteristicke, Ze dyoka viskozitay je jejich latkovou
konstantou. Pokud tedy élhem deformace zvySujeme smykovou rychlost, dochazi
k linearnimu #@stu t&ného napti, piicemz plati, Ze zavislost dynamické viskozity
na smykové rychlosti je konstantni. Kapalina s vy&Skozitou méa nizSi rychlostistu
deformace v fipact, Ze je téné nagti konstantni [8,9,11].

Tyf----------- ==

Ya

|
n=tg a=<*

Y, VY Y

Obrazek 10: Tokova a viskozitiivka newtonské kapaliny

2.6.2.2.Nenewtonské kapaliny

Kapaliny, které se ili Newtonovym viskozitnim zakonem ozogeme jako
nenewtonské. Mezi tyto kapaliny patnagiklad roztoky polymetr. Pro nenewtonskeé
kapaliny plati vzdy pro kazdy jeden bod, tj. pgnteiného napti a smykové rychlosti,
obdobre jako u newtonskych kapalin vztah

T:”%:”D}’ (16)

s tim rozdilem, Ze7 W/ Je tzv. zdanliva viskozita. Tato zdanliva viskezitZz neni latkovou
konstantou kapaliny, tj. neildeme wit jednu hodnotu dynamickeé viskozity, ktera by byla
konstantni v celém oborud®eho napti. Zdanliva viskozita tedy zavisi na Zm¢ smykové
rychlosti nebo t&ném napti. Zavislost téného napti na smykové rychlosti neni
u nenewtonskych kapalin linearni [8,9,11].
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Obrazek 11: Kivky newtonskych a nenewtonskych kapalin

Nenewtonské kapaliny ideme rozdlit do tii zakladnich skupin (pseudoplasticke,
dilatantni a plastické) shrnutych v nasledujiciodiapitolach [9,11].

2.6.2.2.1. Pseudoplastické nenewtonské kapaliny

Pro pseudoplastické kapaliny je charakteristick&, hem deformace jejich zdanliva
viskozita klesa s rostouci smykovou rychlosti. Tkyim zastupcemethto pseudoplastickych
kapalin jsou nap roztoky mydel nebo roztoky polynier

2.6.2.2.2. Dilatantni nenewtonské kapaliny

Opakem pseudoplastickych kapalin jsou kapalingtdiitni, u kterych dhem deformace
dochazi k #stu zdanlivé viskozity se zvysujici se smykovouhigsti. Toto chovani se
obvykle vyskytuje u vysoce koncentrovanych suspgko nap. vihky pisek na plazi nebo
sediment Skrobu ve studené ¥od

2.6.2.2.3. Plastické nenewtonské kapaliny

Posledni skupinu t¥o latky plastické, pro které je typické, Ze k tokunich dochazi
az po pekraceni prahové hodnoty deého napti, tzv. meze tokur, . Prikladem plastickych
kapalin jsou koncentrovanétpnyslové a odpadni kaly nebo kaSovité suspehziy la vapna.
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Obrazek 12: Kivky nenewtonskych kapalin

2.6.3. Tixotropie a reopexie

Jako tixotropni a reopexni nenewtonské kapalinyaageme ty kapaliny, u kterych je
jejich deformace zavisla nejen na velikosispbici sily, ale také na jeji ddpisobeni.

U tixotropnich latek dochazi vlivem mechanickélamnd@hani (psobicim po ufitou dobu),
tj. pti zvySujicim se t&ném naptim, k pozvolnému poklesu zdanlivé viskozity. Jalerse
vSak t€éné napti zane sniZzovat, dochazi ke &pému vzéistu zdanlivé viskozity a tim
padem i obnoveni celé struktury. Této vlastnoss jeyhodou vyuzivano u ribvych hmot
[9,11].

Naproti tomu u reopexnich nenewtonovskych kapalathazi vlivem mechanického
namahani (fsobicim po ufitou dobu), tj. pi zvySujicim se t&ném naptim, k ristu zdanlivé
viskozity. Poté, co se dré napti zatne sniZzovat, dojde ke &mému sniZzovani zdanlivé
viskozity a navratu dotwodniho stavu [9].

2.7.Reometrie (mérici systémy)

Reologické vlastnosti matenidbe n&ii pomoci pistroje, ktery se nazyva reometr. Kazdy
reometr se sklada ze dvou zakladnédisti — rotani (pohyblivé) a statické (nepohyblivé).
Naméiena data rizeme ziskat jako zavislost mezi smykovou rychlast&gnym nagtim
nebo zavislost zdanlivé viskozity nameém napti ¢i smykoveé rychlosti. Tato data podavaji
informace o vzorku z hlediska jeho viskozity tokovych vlastnosti. Naopak pomoci
oscila&niho ne¥feni, kdy roténi ¢ast reometru vykonava osaitd pohyb, ziskavame data,
kterd ndm podavaji informace o elasiaizorku. Podle druhu analyzovaného vzorku volime
vhodnou geometrii #ficiho systému, ndpsystém kuzel-deska, deska-deska nebo systém
dvou souosych vaic[9].
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2.7.1. Mé¥ici systém kuZel-deska

v

V tomto nEficim systému je malé mnoZstvi vzorku urrisgt mezi d¢ plochy, kde je
podrobovano deformaci. Jedna plocha (deska) jdclshatdruha (kuzel) pak ratai.
Pri ot&eni kuzele kapalina vykazujecity odpor \ici sméru ot&eni. Tento odpor je témy
viskozitt dané kapaliny a projevuje se ve f@rkrouticiho momentu. Dany systém je vhodny
pro viskdzjSi kapaliny.

Vztah pro vypdoet t&ného napti u systému kuzel-deska je ve tvaru:

3[M
T:2[n[R3’ (17)

kdeM je moment sily & je polongr podstavy kuzele.

Vztah pro vypoet smykové rychlosti u systému kuzel-deska je aeutv

y=%, (18)
a

kdew je uhlova rychlost a je Uhel zkoseni kuzele.

Obrazek 13: Mrici systéem kuzel-deska

Vyhodou tohoto systému je zejména mala igh@t vzorku a také jeho temperovani,
které je diky malé vrstvvzorku a velké ploSe desky velmiidné. Mezi dalSi vyhody p#t
snadn&isténi, obsluha a také nezavislost smykové rychlostpolantru desky. Nevyhodou
je, Ze tento systém se neda pouZzit pro vzorky leoniziskozitou, protoZzeipvelké rychlosti
otaeni kuzele mze dojit k vystiknuti vzorku [9,11].
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2.7.2. MéFici systém dvou souosych véic

Tento n&tici systém se sklada ze dvou souosychivdtdy jeden z nich je rotai plny
a druhy je staticky duty. Mezgémito dwma valci je mezera, ve které se nachazfemy
vzorek. Dany n¥ici systém je vhodny zejména pro nizko aedi€ viskozni vzorky.
Vyhodou tohoto systému jergrdevSim snadné davkovani vzorku, nemoznost jetaiyztr
pii vysokych smykovych rychlostech a snadné eliminagesiovani vzorku. Nevyhodou je
zejména velka spigba vzorku a takéisténi celého systému mezi jednotlivymiétenimi
[9,11].

Obrazek 14: Mrici systém dvou souosych Vvalc
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3.EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité materialy k pripravé roztoki

Kyselina hyaluronova o molekulové hmotnosti 1,7Ba&/byla poskytnuta firmou Contipro
Group s.r.o. v Dolni Dobtii (Ceské republika). Injeini vod& pro pipravu roztok byla
vyrobena firmou Fresenius Kabi ltalia, S.r.l., Viemo(Italie). Lysin a 6-aminokapronova
kyselinacistoty p.a. byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldri®teinheim (Nmecko).

3.2. Metody

3.2.1. Priprava roztoki

Na analytickych vahach bylo navazentegmé mnoZzstvi kyseliny hyaluronové. Tato
navazka HA byla fidavana po malych davkéach vrstvicimagpbem do injeéni vody.
Podstatou tohoto vrstviciho igobu bylo gidaveé gidavani malého mnoZzstvi injéki vody
aHA, picemz po kazdém fmlani byl roztokfadré promichan. Vyslednd koncentrace
piipraveného roztoku byla 0,1% hm. Roztok byippavovan na magnetické micla
za stalého michani a laboratorni teploty. Vznikigtok bylradre uzawen a michan 24 hodin
pro dosazeni co nejvySSi homogenity. Po u&kanh michani byly roztoky kyseliny
hyaluronové ulozeny do lednice pro zpomaleni degridh pochod.

Pro gipravu roztoku aminokyseliny bylo za laboratormploéy na analytickych vahach
navazeno péebné mnozstvi aminokyseliny tak, aby vysledna kotteee byla
0,132 moldm™. Fi piipraw byla pouZita injeni voda. Vznikly roztok byl po dobu 24 hodin
michan na magnetické miclte a po doka¥eni michani byl roztok aminokyseliny
uchovavan v lednici.

Pro protonizaci roztak aminokyselin byla pouZzita HCI ofiglusné koncentraci dle
aminokyseliny. V pipads lysinu byl pouZit roztok 1 malm?® HCl a v fipadt 6AKK byl
pouZit roztok HCI o celkové koncentraci 0,1 rdof™.

Protonizace roztakaminokyselin byla provatha za laboratorni teploty. Do lakiky bylo
napipetovano 10 ml fjpraveného roztoku aminokyseliny o koncentraci ,&®tdm?>.
Poté bylo pipipetovano patebné mnozstvi HCI dené z titrani kiivky [18] a injekéni vody
tak, aby vysledna koncentrace protonizovaného keztmminokyseliny byla 0,11 molm?.
Vzniklé roztoky byly fadré uzaweny a michany 24 hodin na magnetické micha
Po ukorteni michani byly uchovavany v lednici.

Byly pripraveny celkem 3 sady kyseliny hyaluronové s prizimvanymi aminokyselinami.
Sada lysinu pro nizké koncentrace, sada 6-aminokapgé kyseliny pro nizké koncentrace
a sada 6-aminokapronové kyseliny pro vysoké komaeet VSechny sady bylyfipraveny
za laboratorni teploty. Sada lysinu pro nizké kotreee obsahovala celkem 9 roziok
Referegni vzorek HA a roztoky vkoncentr@im rozmezi 0,5-10 mmalm?. Sada
6-aminokapronové kyseliny pro nizké koncentraceabbsgala také celkem 9 roztink

2 Injekéni voda je voda, kterd se pouZiva pro vyrobu imésh roztok. Tato voda je zbavena mineiéal
a nasled# destilovana.
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Refererni vzorek HA a roztoky v koncentfiaim rozmezi 0,5-10 mmalm?. Posledni sada,
tedy 6-aminokapronova kyselina pro vysoké koncestraobsahovala celkem 5 roziok
Refererni HA a roztoky v koncenttaim v rozmezi 20-50 mmalm*. K diléim sadam byly
piipraveny je&t sady samotnych protonizovanych aminokyselin v kifjé voct, tedy
bez kyseliny hyaluronové. VSechny vzorky byl§ppaveny tak, Ze bylo odpipetovano 10 ml
piipraveného roztoku kyseliny hyaluronové. Poté, pitsslusné koncentrace jednotlivych
roztoki, bylo pripipetovano paebné mnozstvi injeki vody a protonizované aminokyseliny.
Vysledny objem fipravanych roztok byl vzdy 11 ml, viz Obrazek 15. Vzniklé roztokylpy
fadré uzaweny a michany 24 hodin na magnetické micka Po ukodeni michani byly
roztoky ot uchovavany v lednici.

voda

AMK

10 ml HA + AMK® + voda SN — 11 ml

10 ml HA

Obrazek 15: Schémaipravy roztok

3.2.2. Méieni pH

Pred netenim pH byly vSechny roztoky vytemperovany na labanmni teplotu. Mieni
probihalo na pH metru od firmy Mettler Toledo z&erertni teploty 25 °C. Kalibrace tohoto
pH metru byla provedena dle navodu vyrobce, tzty. pguzity 3 pufry o pH 7,0; 4,01 a 2,01
dodavané firmou Mettler Toledo.{fiPméieni bylo postupovano nasled@évnSklerena
elektroda byla poriena do msieného roztoku a pofiplizné 3 minutach doslo k adaptaci
elektrody na dané prdsdi. Poté bylo gfeno pH wase do ustaleni. Celkem bylo ¢teno
6 hodnot pH. Zd&chto hodnot, které byly nasleglipouzity k dalSimu vyhodnocovéni, bylo
vypcocitano ptimérné pH a srirodatna odchylka.

Tabulka 4: Ukazka nagienych hodnot pH pro 1,5 mmaiii® roztok HLys v HA
pri referercni teplot 25 °C

Cislo meieni pH

4,88

4,87

4,87

4,87

4,87

OO WIN|F

4,87

pramer 4,872

smérodatné odchylka 0,004
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Smerodatna vybrova odchylkas byla pa&itana podle nasledujiciho vzorce:

_ |2l 1)

TV -y

3.2.3. Méreni vodivosti

VSechny roztoky byly f®d ngienim vytemperovany na laboratorni teplotugiémi
vodivosti probihalo na konduktometru od firmy Geiger Electronic za referémi teploty
25 °C. Kalibrace konduktrometru byla provedena dliévodu vyrobce, tzn. pomoci
vodivostniho standardu dodavaného firmou Mettlededo s vodivosti 1418Scm™.
Pii samotném réreni bylo postupovano nasledujicimugpbem: Elektroda konduktometru
byla pondena do mifeného roztoku a pofiplizné 3 minutach doslo k adaptaci elektrody
na dané progtdi. Poté byla gfena vodivost ¥ase do ustaleni. Celkem bylo ¢tno
6 hodnot vodivosti. Zé&chto hodnot, které byly nasletlipouzity k dalSimu vyhodnocovani,
byla vypaitana ptimérna vodivost a sirodatna odchylka.

Tabulka 5: Ukazka na#fienych hodnot vodivosti pro 1,5 mndoii® roztok HLys v HA
pri referercni teplot 25 °C

Cislo meienti Kk [nScm
1 306
2 307
3 308
4 308
5 307
6 308
pramer 307,33
smérodatna odchylka 0,82

Smerodatna vybrova odchylkas byla vypa@itana na zaklagdstejného vzorce jako u pH.

3.2.4. Reologicka n&ieni

M¢teni viskozity jednotlivych roztakbylo s€Zejni metodou pro posouzeni interakci mezi
HA a protonizovanymi aminokyselinami v oblasti ueagich koncentraci. Bteni viskozity
probihalo na fistroji reometru AR - G2 od firmy TA InstrumentsieB samotnym ®&fenim
byly vzdy vSechny roztoky vytemperovany na labamaitoteplotu. Vzhledem k tomu,
Ze k gipraw roztoki byla pouzita vysokomolekulova kyselina hyaluronokankrétrg HA
s molekulovou hmotnosti 1,75 MDa, byl Kfani pouzit ndfici systém kuZzel-deska, ktery je
vhodny zejména pro viskogjsi kapaliny. Uhel zkoseni kuZzele je 1° d@rmpir 60 mm. Tato
geometrie byva také ozémvana C60/1.

Vzorek byl ged kazdym rétenim temperovan po dobu 5 minut na teplotu 25 °@¢keni
viskozity byl pouZzit testSteady Statetedy metoda ustaleného stavu. Tento test je whodn
zejména pro ®teni tokovych vlastnosti jednotlivych vzarkjehoz vysledkem je viskozitni
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kiivka vyjadrujici zavislost zdanlivé viskozity na smykové ryatti. Jednotlivé body
viskozitni Kivky byly mereny celkemiikrat, pricemz namifend hodnota smykové rychlosti
se @ jednom utitém te&ném napti nesngla liSit vice jak o 5% wasovém intervalu
10 sekund. Celkova dobacé¢reni jednoho bodu byla nastavena na 3 minuty aKiinse
Viskozita kazdého roztoku byla na reometru pétena nejmé& dvakrat, picemz
pied jednotlivymi ndtenimi byl reometr vzdyikladre ocistén a pro kazdé gieni byl vzdy
nadavkovan novy vzorek. K analyze tokovigvky byl pouZzit Cross model kterym byla
nantiena data prolozena v programu TA Data Analysis adyf TA Instruments.
Prostednictvim tohoto modelu byl zj&t parametn;,, ktery odpovida parametzero-rate
viscosityv legend niZze uvedeného grafu.

1,000

Cross

a:. zero-rate viscosity: 0,1044 Pa.s

b: infinite-rate viscosity: 3,855E-3 Pa.s
¢ consistency 004436 s

d: rate index: 0,7722

standard error: 3,484

thixotropy: 0 Pa/s

normalised thixotropy: 0 1/s

4 End condition: Finished normally
viscosity at 1000 1/s: 8 957E-3 Pa s

0,1000—

viscosity (Pa.s)

= HA-Steady state flow step 1
. — HA-Steady state flow step 1 - Cross

0,01000 T T T T T TTT | T T | P S S 0 | ‘ T T T T TTT | T T T I.._.: TTT
0,1000 1,000 10,00 100,0 1000
shear rate (1/s)

Obrazek 16: Viskozitnifkwka 0,1% 1,75 MDa HA ve végrolozena Crossovym modelem

3.3.Vyhodnoceni nanéirenych dat

3.3.1. Vyhodnoceni pH

K vyhodnoceni nagfenych hodnot pH byl pouZzit program MS Excel. Vzieledk tomu,
Ze @i kazdém ndieni pH roztoku bylo odteno vzdy Sest hodnot pH, bylo néjaé z €chto
dat vypa@itano pameérné pH jednotlivych roztak Takto vypd@itané hodnoty pH roztdékHA
s protonizovanymi aminokyselinami a rozitickminokyselin ve voglpak byly vyneseny vzdy
pro konkrétniradu do jednoho grafu v zavislosti na koncentracinakyseliny. Z grafické
zavislosti bylo mozné dit, do jaké miry doSlo k ovliwmi pH pidavkem Kkyseliny
hyaluronove.
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V dalSim kroku g vyhodnocovani dat bylo vyg@ano pro kazdy roztok relativni pH,
tedypH,. Z tchto hodnot byla vynesena grafickd zavislgstle na koncentraci
aminokyselinypH, je definovano nasledujicim vztahem:

pH — pH HA+AMK +voda (20)

rel — ’
H voda+r AMK

kde mmmmoda je pramérné pH roztoku kyseliny hyaluronové s aminokysalino

amvow vk J€ primérné pH roztoku aminokyseliny ve védZ uvedeného vztahu vyplyva,

Ze relativni pH vyjatlje ponér pH mezi roztokem obsahujici kyselinu hyaluronovou
s pridavkem aminokyseliny a roztokem samotné aminokyg&k vod.

Do grafu byly vyneseny také chybové &ee pro kazdy nsieny roztok, jejichZ velikost
byla vypaitana ze vztahu:

a 42 (oY
A= == +|— H._, 21
(bj \/(aj (bjlzprel ( )
kde da je sngrodatnd vybrova odchylka pH pro roztok HA s aminokyselinoa, je
pramérné pH roztoku HA s aminokyselinodlb je snérodatnd vyBrova odchylka pH

pro roztok aminokyseliny ve védb je pimérné pH roztoku aminokyseliny ve véa pHre
je relativni hodnota pH.

3.3.2. Vyhodnoceni vodivosti

K vyhodnoceni nagtenych hodnot vodivosti byl pouzit program MS Exeelpostup
vyhodnoceni byl obdobny jako u vyhodnoceni pH. ¥deim k tomu, Zeipméieni bylo
stejré jako u pH odéteno Sest hodnot vodivosti, byléep vyhodnocenim relativni vodivosti
vypacitana ptimérna vodivost pro kazdy roztok. Vodivosti roztokA s aminokyselinou
a roztoki aminokyseliny ve vad byly nasleds pro jednotlivé koncenttai fady vyneseny
do grafu oproti koncentraci nebsiglavku aminokyseliny. Zthto grafickych zavislosti pak
bylo mozné utfit, jak byla vodivost roztoku ovliwma gitomnosti kyseliny hyaluronoveé.
Poté byla vypgitana relativni vodivost, tedy.1, kterd byla vynesena do grafu v zavislosti
na koncentraci aminokyseling; je definovano vztahem:

K HA+AMK +voda
K rell T — ) (22)

K voda+ AMK

kde K Hasavk+voda j€ prameérna vodivost roztoku hyaluronanu s aminokyselinomvaia: avk j€
pramérna vodivost roztoku aminokyseliny ve vodrato relativni vodivoske; Vvyjadiuje
poner vodivosti mezi roztokem kyseliny hyaluronové simokyselinou a roztokem samotné
aminokyseliny ve vo# Velikost chybovych usek pro kazdy réreny roztok byla vypétana
ze vztahu:

() 2 e

30




kde 4a je snérodatna vybrova odchylka vodivosti pro roztok HA s aminokysel, a je
pramérnd vodivost roztoku HA s aminokyselinodb je snérodatna vybrova odchylka
vodivosti pro roztok aminokyseliny ve v@db je primérna vodivost roztoku aminokyseliny
ve VOt axrer j€ hodnota relativni vodivosti 1.

Do grafu byla vynesena také relativni vodivost, v zavislosti na koncentraci
aminokyseliny, kde:e, je definovana vztahem:

__ K HA+AMK+voda

Kigp == (24)
K HA

kde Kharavk+voda j€ PriMErna vodivost roztoku hyaluronanu s aminokyselinou i je
praimérnd vodivost samotného roztoku kyseliny hyaluronaé@ivedeného vztahu vyplyva,
Ze relativni vodivoste, definuje pondr vodivosti roztoku hyaluronanu s aminokyselinou
k samotnému roztoku hyaluronanu. Vyja@ tedy, jak je ovlivéna vodivost pidavkem
aminokyseliny. Velikost chybovych gk byla v tomto fipact urcena ze vztahu:

2 2
ROEGE
b a b
kde da je sneérodatna vybrova odchylka vodivosti pro roztok HA s aminokyseli, a je
pramérna vodivost roztoku HA s aminokyselinodb je snérodatna vybrova odchylka

vodivosti pro roztok HA,b je pimérna vodivost roztoku HA a2 je hodnota relativni
vodivosti 2.

3.3.3. Vyhodnoceni reologie

K vyhodnoceni nagtenych hodnot jednotlivych roztadk kyseliny hyaluronové
s protonizovanymi aminokyselinami byly pouzity pragyy TA Data Analysis od firmy
TA Instruments a MS Excel. Pomoci programu TA Datalysis byla z nagtenych hodnot
pro jednotlivé roztoky vynesena viskozitnfika vyjadtujici zavislost zdanlivé viskozity
na smykové rychlosti. Viskozitnitikka byla proloZzena vhodnym reologickym modelem.
Roztoky kyseliny hyaluronové o vysoké molekulovédtnosti 1,75 MDa vykazovaly typické
nenewtonské chovani, proto byl v ramci této bakik prace k vyhodnoceni pouzit Crinss
model definovan nasledujicim vztahem:

n=n,+-t e (26)
1+(c)™

kde c = i =T oo - (27)
Ve

7o je limitni viskozita definovana pro limignnizké smykové rychlostiy,, je asymptoticka

viskozita, y je smykova rychlosty, je kriticka smykova rychlost @je ¢as relaxace.

Aby bylo mozZné vyhodnotit interakce mezi kyselinlbyaluronovou a protonizovanymi
aminokyselinami, byla zZCrossova modelyro kazdy roztok oddétana hodnota limitni
viskozity no, téZ ozn&ovand jakozero-rate viscosityHodnota odchylky gtandard erroy
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nesnéla u vyhodnocenych datrgkrasit hodnotu 20. Tato podminka byla sgha, proto byl
dany model povazovan za vhodny. Odchylka je deinawnasledujicim vztahem:

(%, = %) |2
(n-2)
AXx==————=-"T1000, (28)
rozsal

kde X, jsou nandtené hodnotyx. jsou vypd@itané hodnotyn je paiet namérenych hodnot
v kiivce a rozsah je rozdil mezi minimalni a maximé&hoidnotou, kterd byla naffena.
Vzhledem k tomu, Ze viskozita kazdého roztoku lwidy meiena dvakrat, vyslednou limitni
viskozitou byla pitmérnd hodnotagchto dvou niteni.

Nameiena reologickda data byla dale vyhodnocena pomodativiei viskozity,
ktera vyjaduje, jak se mni viskozita roztoku v zavislosti na koncentracbtpnizované
aminokyseliny. Relativni viskozita je vyjgeha pomoci vztahu:

_ 7o (HA+ AMK +voda)
e n, (HA+voda)

(29)
kde no (HA+AMK+voda) je limitni viskozita roztoku HA s ifidavkem protonizované
aminokyseliny ajo (HA+voda)je limitni viskozita roztoku HA ve vad

Velikost chybovych usek byla utena ze vztahu:

a A2\ (MY
A == — | +| — , 30
2] J(j (2] @ (30)
kde da je snerodatna vybrova odchylka limitni viskozity pro roztok HA s amokyselinou,
a je pimerna limitni viskozita roztoku HA s aminokyselinodb je snerodatna vybrova

odchylka limitni viskozity pro roztok HAb je pramérnd limitni viskozita roztoku HA @re
je hodnota relativni viskozity.
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4.VYSLEDKY A DISKUZE

Nasledujici podkapitoly shrnuji vysledkyéreni pH, ngieni vodivosti a reologického
meieni roztok kyseliny hyaluronové sifilavkem protonizované aminokyseliny, konkgetn
pak lysinu a 6-aminokapronové kyseliny. Vigadt méieni pH a vodivosti jsou uvedeny
i nameiené vysledky roztak cisté vody s pdavkem protonizované aminokyseliny
(bez gridavku kyseliny hyaluronové). Vysledky byly vynegetio grafi a pro pehlednost
zapsany do tabulek.

4.1.Méieni pH

Pomoci miteni pH bylo mozné posoudit fippmnost interakci mezi kyselinou
hyaluronovou a protonizovanymi aminokyselinami. &bloy k interakcim v roztoku HA
s pidavkem protonizované aminokyseliny opravdu doclwazelo by dojit ke zvySeni
hodnoty pH. Toto zvySeni pH by pak #Zia, Ze @i vzniku interakci mezi kyselinou
hyaluronovou a protonizovanou aminokyselinou doth&z navazani kladh nabité
protonizované aminokyseliny rfattzec hyaluronanu. Snizuje se tedy@kladré nabitych
¢astic v roztoku. Roztok vody s protonizovanou arkyselinou by pak vzhledem ktgimu
pocétu kladre nabitych ¢astic dosahoval podsta&tnnizSich hodnot pH. Po zpracovani
avyneseni na#stenych dat do graf bylo potvrzeno, Ze k interakcim mezi HA
a protonizovanymi aminokyselinami dochazi. Tytoemkce vznikaji mezi kyselinou
hyaluronovou, kterd nese zaporny néboj na karbe¥glo skupindch ve svémetzci,

a kladnym nabojem na atomu dusiku, ktery je obsazemlekule aminokyseliny. Dochazi
tedy k celkovému sniZeni o kladré nabitych protonizovanych aminokyselin v roztoku,
COZ se projevuje jiz zménym zvySenim pH.

Interakce byly dokazany jak u roztokHA s pidavkem lysinu v oblasti nizkych
koncentraci, tak u roztdkHA s piidavkem 6AKK v oblasti nizkych i vysokych koncermdira
Ve vS8ech uvedenychiipadech doslo poifani protonizované aminokyseliny do roztoku
kyseliny hyaluronové ke zvySeni pH. Nize uvederefygenazotiuji zvySeni pH u roztoku
HA s ptidavkem protonizovaného lysinu v zavislosti na lanttaci aminokyseliny a zvySeni
pH u systému 6AKK v zavislosti na koncentraci amkiyseliny v oblasti nizkych i vysokych
koncentraci p teplot 25 °C.
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Obrazek 17: ZvySeni pH u roztoku HA/&pvkem protonizovaného lysinu v zavislosti
na koncentraci aminokyselinyigeplote 25 °C
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Obrazek 18: ZvySeni pH u roztoku HA/&pvkem protonizované 6 AKKzavislosti
na koncentraci aminokyseliny v oblasti nizkychsiokych koncentracipteplote 25 °C

34



4.2 M éreni vodivosti

Pomoci ndfeni vodivosti bylo mozné &it nejen gitomnost interakci mezi HA
a protonizovanymi aminokyseliny, ale d@it& miry i velikosti &chto interakci.

V pripact zkoumani interakci u roztéks gridavkem lysinu v oblasti nizkych koncentraci
se zm¢na vodivosti mezi roztokem HA stidavkem aminokyseliny a vodnym roztokem
aminokyseliny projevila vyraznym pokleseme;. Tento pokles je velmi déb videt
v obrazku 19. K pokleswue; dochazi s rostouci koncentraci lysinu v roztokysaka
vodivost roztoku kyseliny hyaluronové gigavkem lysinu o koncentraci 0,5 mnubh®
oproti roztoku vody s lysinem je #gobena velmi malymifdavkem protonizovaného lysinu.
U roztoku s takto nizkym tfdavkem lysinu, tedy s nizkou koncentraci, k irkenan
pravdépodobré nedochazi. K tomu, aby doslo k interakcim meziekpsu hyaluronovou
a protonizovanou aminokyselinou, je felfa pekrctit urcitou hranéni koncentraci,
za kterou HA a aminokyselina zaujimaji vhodné pnasté uspéadani, které tyto interakce
umo#uje.

2,1

1,9 ~

Krel 1.5

4

0,9 T T T T T
0 2 4 6 8 10

C Hslys [mmol-dm'3]

Obrazek 19: Relativni vodivost 1 v zavislosti nademtraci lysinu v roztoku HAfteplote
25 °C

V piipadt zkoumani interakci roztdk kyseliny hyaluronové s ffavkem
6-aminokapronové kyseliny v oblasti nizkych koncecit doSlo ke vZistu xrep S lokalnim
maximem pi koncentraci 1 mmaelim™. Poté nasledoval pokles; a jeji ustaleni na hodriot
priblizn¢ 4. Tento trend je ogay nez v pipadt méteni vodivosti u systému lysinu.

U roztoki kyseliny hyaluronové s ffdavkem 6-aminokapronové kyseliny v oblasti
vysokych koncentraci doSlo k poklegi; a nasledé k jejimu ustaleni na hodriopriblizné
1,7. VySe zmi#né chovank Vyswtluje skut€nost, Ze na protonizaci 6AKK byla pouzita

Rl

kyselina chlorovodikovd o mnohem niZSi koncentraeg v pipac lysinu, z divodu niZSi

35



zasaditosti 6AKK. Diky tomu bylo v roztokutfippmno még kladre nabitych ¢astic,
tj. protonizovanych aminokyselin, a visledku toho byla na#tiena i nizSi vodivoSicep,
jednotlivych roztok. Vodivost tedy byla zrm¢ ovlivnéna gitomnosti HA v roztoku,
kterd vykazuje mnohem vyssi hodnoty vodivosti nBKI6.

NejvyznamujSi pokleskrez byl pozorovan u systému 6AKK v oblasti nizkych &entraci,
kde u roztok 0,5-5 mmoidm™ hodnotyxep, klesly pod hodnotu 1. Tento pokles se nachazi
ve stejném koncenttaim rozgti, ve kterém byly vykazovany i zZmy pro xp;;. Tato
skute&nost potvrzuje vznik interakci.
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Obrazek 20: Relativni vodivost 1 v zavislosti nadamtraci 6AKK v roztoku HA v oblasti
nizkych vysokych koncentracfigeplot
25 °C
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Obrazek 21: Relativni vodivost 2 v zavislosti nadamtraci 6AKK v roztoku HA v oblasti
nizkych koncentracirpteplot 25 °C

4.3.Reologicka nméreni

Vysledky reologického #teni roztoki kyseliny hyaluronové sifilavkem protonizované
aminokyseliny, konkréthlysinu v oblasti nizkych koncentraci a 6-aminokeqavée kyseliny
v oblasti nizkych i vysokych koncentraci, jsou usey v nasledujicim odstavci. N&fena
data byla zpracovana v programu TA Data Analysisfiody TA Instruments a nasledn
shrnuta do tabulek a gfa¥ programu MS Excel.

Zakladni pedpoklad pro fitomnost interakci mezi kyselinou hyaluronovou
a protonizovanymi aminokyselinami je pokles viskpzi méieném systému za konstantnich
podminek, jako je n&pteplota. Vzhledem k tomu, Ze k celkovému sniZgskozity v ramci
jednotlivych systérin doslo, byla pitomnost interakci mezi HA a aminokyselinami skate
dokazana.

V piipadt systému kyseliny hyaluronové sigmvkem protonizovaného lysinu v oblasti
nizkych koncentraci byla natiena limitni viskozitayo 0,1% roztoku samotné 1,75 MDa HA
ve voct pri limitni nizké smykové rychlostj, = 108,10 mP&. S rostouci koncentraci lysinu
v roztoku dochazelo k postupnému poklesu viskozRpztok o nejnizSi koncentraci
0,5 mmoldm™ vykazoval nejvy$si limitni viskozitu 81,08 mBaa roztok o nejvy3si
koncentraci 10 mmeadm™ vykazoval nejniz$i limitni viskozitu, jejiz hodrobyla 7,24 mPa.
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Tabulka 6: Limitni viskozity systému HA/$davkem lysinu

CLys [mmol-dm™®] | 5o [mPas]
0,5 81,08
1,0 61,96
15 44,39
2,0 40,96
3,0 30,03
5,0 13,79
7,0 9,40
10,0 7,24

U systému kyseliny hyaluronové sigavkem protonizované 6-aminokapronové kyseliny
dochazelo s jeji rostouci koncentraci v roztoku dkl@su viskozity. V pipad systému
kyseliny hyaluronové stfdavkem protonizované 6AKK byla n&bena limitni viskozitayo
0,1% roztoku samotné 1,75 MDa HA ve ¥ogii limitni nizké smykové rychlosti
no= 107,85 mPa&, v oblasti vysokych koncentragp= 121,65 mP&. U systému v oblasti
nizkych koncentraci byla nattena v pipads nejniz&i koncentrace 0,5 mra® nejvy3si
limitni viskozita 124,45 mPa a nejnizSi limitni viskozita 86,72 mBapi nejvyssSi
koncentraci 10 mmealm™. Systém v oblasti vysokych koncentraci vykazowebyssi limitni
viskozitu 74,25 mPa u roztoku o koncentraci 20 mnwh* a nejniz&i limitni viskozitu

45,66 mPss [ nejvy3si koncentraci 50 mmadn®™.

Tabulka 7: Limitni viskozity systému HA/$davkem 6AKK v oblasti nizkych a vysokych

koncentraci
[mn:g?lfgm@] o [mPas]
0,5 124,45
1,0 119,15
1,5 119,05
2,0 112,70
3,0 113,20
5,0 112,10
7,0 100,42
10,0 86,72
20,0 74,25
30,0 70,39
40,0 54,82
50,0 45,66

Obrazek 22 zobrazuje (ieh viskozitnich Kivek jednotlivych roztolk HA s pridavkem
protonizovaného lysinu, z nichz je patrny pokleskeizity s rostouci smykovou rychlosti.
Jedna se tedy o typické nenewtonské chovani. VAZRbr23 je zobrazenarikka relativni

38



viskozity, ktera vyjatlje znmenu viskozity roztoku v zavislosti na koncentracihu. Je zde
také porovnan klesajici trend relativni viskozitgmiieny v rdmci této bakalské prace
avramci bakali&kée prace Jana Zemana [18]. Z poklesu relativnkowisy roztoku

v zavislosti na jeho rostouci koncentraci lysindyteyplyva, Ze mezi HA a protonizovanym
lysinem k interakcim dochéazi. Tyto interakce vzjiikaezi karboxylovou skupinou vazanou
v molekule HA nesouci zaporny naboj a lysinem, \ktee na HA vaze pomoci kladného
naboje nachazejiciho se na atomu dusiku.

1,000~
E @ HAref
1 9-0,5mM
i -1 mM
_ o 1,5mM
4-2mM
3 mM
— 0,1000— L ....—.—... =5 mM
n . 0000 0g.o . 0
E . .ﬁ... e .ﬁl.l.:... . 2 iomM
‘5 1 deee g a B ae
= _
Q =
o]
n
> 0,01000
1,000E-3 T T II\III| T T IIII\I| T T \IIIII| T T \IIIII| T T T TTTTT
0,1000 1,000 10,00 100,0 1000 10000

shear rate (1/s)

Obrazek 22: Pibeh viskozitnich dvek u systému 1,75 MDa HA
s pridavkem protonizovaného lysinu
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Obrazek 23: Pibeh relativni viskozity u systému 1,75 MDa HA®lavkem protonizovaného
lysinu

V piipad systému s ipdavkem protonizované 6AKK dochazi stejjeko u lysinu
k poklesu viskozity s rostouci smykovou rychlostdZ je projev nenewtonského chovani.
Obrazky 24, 25 zobrazuji {gsch viskozitnich kivek jednotlivych roztok HA s pfidavkem
6AKK. Obrazek 26 zobrazuje pokles relativni viskpar zavislosti na rostouci koncentraci
6AKK v roztoku v oblasti nizkych i vysokych koncesti. Je zde také porovnan klesajici
trend relativni viskozity nasieny v ramci této bakaigké prace a v ramci bak&d&é prace
Jana Zemana [18]. Pokles relativni viskozity u &yst s pidavkem 6AKK neni tak strmy,
jako tomu bylo u systému gigavkem lysinu. Tato skuteost znai, Ze k interakcim mezi
HA a 6AKK opravdu dochazi, ale oproti interakcimainelA a lysinem jsou tyto interakce
slabsi.
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Obrazek 24: Pibeh viskozitnich Kvek u systému 1,75 MDa HA dgavkem protonizované
6AKK v oblasti nizkych koncentraci
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Obrazek 25: Pibeh viskozitnich kvek u systému 1,75 MDa HA Agavkem protonizované
6AKK v oblasti vysokych koncentraci
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Nrel

Obrazek 26: Pibeh relativni viskozity u systému 1,75 MDa HA#®lavkem protonizované
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5.ZAVER

Cilem této prace bylo podrofin proméiit interakce mezi vysokomolekulovou HA
(1,75 MDa) a protonizovanymi aminokyselinami, lysim a 6-aminokapronovou kyselinou,
v extrémnich koncentracich. Tyto interakce byly gibkazany v bakaitaké praci Bc. Jana
Zemana, kde byly gteny v SirSim koncentéaim rozgti [18]. Interakce byly zkoumany
pomoci ngieni pH, kde by rlo dojit v gripac jejich vzniku ke zvySeni hodnoty pH,
a vodivosti, kde by ®&o dojit k poklesu vodivosti vigsledku sniZzeni pitu volnych nabitych
¢astic vroztoku. V obou ffpadech byly vzdy wrieny roztoky HA s protonizovanou
aminokyselinou, ale ziodu porovnani i roztoky protonizované aminokyselire voc.
Nejs€zejnjSim meienim vSak bylo mreni reometrické, kterému byly podrobeny pouze
roztoky HA s protonizovanou aminokyselinou. Yigad® vzniku interakci by mo dojit
ke snizZeni viskozity vigsledku zmenSeni objemu molekul HA [18].

Meétenim pH bylo potvrzeno zvySeni hodnoty pH dslédku vzniku interakci. Samotny
roztok aminokyseliny ve vadpak vykazoval nizSi hodnoty pH visledku étSiho pd@tu
kladre nabitych¢astic, tj. protonizovanych aminokyselin. Poté, gtalpridana HA k tomuto
roztoku, doSlo ke vzniku interakci. To se projeviioySenim pH v disledku sniZzeni pu
volné kladre nabitych ¢astic v roztoku. Tento trend byl pozorovan jak stégu HA
s protonizovanym lysinem v oblasti nizkych koncaairtak u systému HA s protonizovanou
6AKK v oblasti nizkych i vysokych koncentraci. Bytgdy potvrzeny vysledky naifené
v ramci bakalgské prace Bc. Jana Zemana [18].

Interakce u systému HA s protonizovanym lysinenv sémci ngéteni vodivosti projevily
prudkym poklesem vodivosti roztoku HA s lysinem ktem k roztoku lysinu ve ved
Z tohoto prudkého poklesu lze také usuzovat, Zrakce mezi HA a lysinem jsou pémé
silné. V pgipad systému HA s protonizovanou 6AKK byl v oblasti kjieh koncentraci
pozorovan trend ogay. Nejdive doSlo ke zvySeni vodivosti roztoku HA s 6AKKhedem
k vodivosti roztoku 6AKK ve vod maxima bylo dosaZendipkoncentraci 1 mmatim?®,

a poté k postupnému poklesu. Tento pokles byl skao v oblasti vysokych koncentraci,
kde néasled& doSlo k ustdleni na hodrotl,7. ZvySeni vodivosti roztoku HA s 6AKK
vzhledem k vodivosti roztoku 6AKK ve véde pravapodobré projev HA, ktera vykazuje
podstatg vySSi hodnoty vodivosti neZz samotnd 6AKK. Inteekedy byly vykazovany
v oblasti nizkych i vysokych koncentraci. To jeudagpbeno nizSi zasaditosti 6AKK
nez v gipadt lysinu, kde byly interakce vykazovany pouze v shlaizkych koncentraci
[18]. 6AKK obsahuje pouze jednu aminoskupinu, proto saturacietzce HA je poteba
priblizn¢ dvojnasobné mnozstvi 6AKK nez vipad lysinu. 6AKK byla také z évodu nizSi
zasaditosti protonizovana HCI s nizSi koncentrdgiipad meéreni vodivosti byly potvrzeny
vysledky narmiiené v ramci bakataké prace Bc. Jana Zemana [18].

NejstzejrejSim metenim této prace bylo &heni reometrické. Vznik interakci mezi HA
s protonizovanymi aminokyselinami se projevil snibe viskozity. V gipac systému HA
s lysinem doSlo k prudkému poklesu relativni viskozoz swdci o vzniku pondrné silnych
interakci v porovnani se systémem HA s 6AKK, karijgiterakce podstatrslabsi. Z tohoto
duvodu lze usuzovat, Ze interakce s 6AKK probihajiygn mechanismem nez vipad
lysinu. U systému 6AKK byly prokazany interakce jakoblasti nizkych, tak v oblasti
vysokych koncentraci, byl zde ale vykazovan pozygbokles relativni viskozity. Tento
pozvolny pokles se pak v oblasti vysokych koncemtr@AKK zatal zmimovat a lze
predpokladat, Ze u koncentraci nad 50 mdmf dochazi k vysycerietszce HA.

43



6. SEZNAM POUZITYCH ZDROJ U

[1] NECAS, J., L. BARTOSIKOVA, P. BRAUNER a J. KOIRA Hyaluronic acid
(hyaluronan)Veterinarni Medicina2008,¢. 53, s. 397-411.

[2] HASCALL a LAURENT. Hyaluronan: Structure and y&ical PropetiesGlykoForum
[online]. 1997, No. 1 [cit. 2012-04-20]. Dostupné z
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HABAO1E.html

[3] KOGAN, Grigorij, Ladislav SOLTES, Robert STERNPeter GEMEINER. Hyaluronic
acid : a natural biopolymer with a broad rangeiofriedical and industrial applications.
Biotechnol Lett2007¢. 29, s. 17-25.

[4] "Hyaluronic Acid" Expedition: Hyaluronic Acid FThis is what | am!Seikagaku
corporationfonline]. 2012 [cit. 2012-04-20]. Dostupné z:
http://www.seikagaku.co.jp/english/ha/ha02.html

[5] SUGAHARA, Kazuyuki, Nancy B. SCHWARTZ a AlbeltORFMAN. Biosynthesis of
Hyaluronic Acid by Streptococcughe Journal of Biological Chemistrg979,¢. 14, s.
6252-6261.

[6] LAPCIK, Lubomir et al. Hyaluronan: Structure, propetisl applicationChemical
reviews 1998, No. 8, s. 2663-2684.

[7] "Hyaluronic Acid" Expedition: Hyaluronic Acideverywhere in your bodyseikagaku
corporation[online]. 2012 [cit. 2012-04-20]. Dostupné z:
http://www.seikagaku.co.jp/english/ha/ha0l1.html

[8] PEKAR, Miloslav, Martina KLUCAKOVA, Michal VESELY a MichalCEPPAN.
Fyzikalni chemie a fotochemiervni. Brno: Vysoké &eni technické v Bré) Fakulta
chemicka, 2003. ISBN 80-214-2470-2.

[9] SOPOUSEK, Ji. Zaklady reologie a reometrie kapaljanline]. Brno: Masarykova
univerzita, 2007 [cit. 2012-04-20]. Dostupné z:
http://is.muni.cz/el/1431/jaro2007/C5760/um/24572857594/Reologie_a_reometrie_kapali
n.pdf

[10] CALCIU-RUSU, Daniela, Ernst ROTHFUSS, John EEIKT, Tanja HAASE, H.
Burkhard DICK a Bernhard A. WOLF. Rheology of Saditdyaluronate Saline Solutions for
Ophthalmic UseBiomacromolecule2007, No. 4, s. 1287-1292.

[11] WEIN, Ondej. Uvod do reologieprvni. Brno: Malé Centrum, 1996.

[12] KENNEDY, John F., Glyn O. PHILLIPS a Peter WILLIAMS. Hyaluronan
Chemical, Biochemical and Biological Acpefisline]. Volume 1. 2002 [cit. 2012-04-20].
ISBN 1 85573 570 9. Dostupné z: http://books.goegleooks?id=10mYewmd-
SoC&lpg=PA201&ots=-
5Ff1ASX91&dg=Hyaluronan%20rheology&pg=PA41#v=0nep&g=Hyaluronan%20rheol
ogy&f=false

[13] GATEJ, luliana, Marcel POPA a Marguerite RINBO. Role of the pH on Hyaluronan
Behavior in Aqueous SolutioBiomacromolecule2005, No. 1, s. 61-67.

[14] KODICEK, Milan. Biochemické pojmyykladovy slovnifonline]. 2004 [cit.
2012-04-20]. ISBN 80-7080-551-X. Dostupné z:
http://gvm.vm.cz/vyuka/bio_pojmy/hesla/interakcekitostaticke.html

44



[15] HERSLOF, Asa, Lars-Olof SUNDELOF a Katarina &AN. Interaction between
Polyelectrolyte and Surfactant of Opposite Chakrgelrodynamic Effects in the Sodium
Hyaluronate/Tetradecyltrimethylammonium Bromide/fsod Chloride/Water Systenthe
Journal of Physical Chemistrt992, No. 5, s. 2345-2348.

[16] THALBERG, Kyrre a Bjorn LINDMAN. Interaction éween Hyaluronan and Cationic
SurfactantsThe Journal of Physical Chemistrd©89, No. 4, s. 1478-1483.

[17] FUKADA, Kazuhiro, Emi SUZUKI a Tsutomu SEIMIYARheological Properties of
Sodium Hyaluronate in Decyltrimethylammonium Bromilqueous Solutiondangmuir.
1999, No. 12, s. 4217-4221.

[18] ZEMAN, Jan.Reologické studium interakci vysokomolekularnitedurpnanu a
protonizovanych aminokyseliBrno, 2011. Bakaltdka prace. Vysokécani technické v
Brné. Vedouci prace Ing. Martin Chytil, Ph.D.

[19] Lysine.University of Maryland Medical Cent¢online]. 2011 [cit. 2012-04-20].
Dostupné z: http://www.umm.edu/altmed/articlesfiygsD00312.htm

[20] Microbial Production of L-Amino Acid®nline]. 2003 [cit. 2012-04-20]. ISBN
3-540-43383-X. Dostupné z: http://books.google caks?id=bBf-
42085tMC&pg=PA59&dqg=Biotechnological+Manufacture+bfsine&hl=cs&ei=XyytTrC
2BYT4sgazOLXUDwé&sa=X&oi=book_result&ct=result&resm+1&ved=0CDEQ6AEWAA
#v=onepage&qg=Biotechnological%20Manufacture%20of&yBhe&f=false

[21] Lysin. Datovy standard MZ'R [online]. 2005 [cit. 2012-04-20]. Dostupné z:
http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/CD_DS3/hypertext/K&A htm

[22] Aminocaproic acid - injection, AmicakedicineNet.comWe Bring Doctors’
Knowledge to Yo{online]. 2011 [cit. 2012-04-20]. Dostupné z:
http://www.medicinenet.com/aminocaproic_acid-injgetarticle.htm

[23] SCHRAMM, GebhardA Practical Approach to Rheology and Rheomedtgderal
Republic of Germany: Gebrueder HAAKE GmbH, 1998.

[24] KLOUDA, Pavel.Moderni analytické metod{strava: Pavel Klouda, 2003. ISBN
80-86369-07-2.

[25] BAREK, Jii, FrantiSek OPEKAR a Karel STULIKElektroanalyticka chemiéPraha:
Karolinum, 2005. ISBN 80-246-1146-5.

[26] KOTOUCEK, M., J. SKOPALOVA a P. ADAMOVSKY Psiklady z analytické chemie
[online]. 2010 [cit. 2012-04-20]. Dostupné z: hitpch.upol.cz/ucebnice/

[27] Odmaturuj z chemieBrno: DIDAKTIS spol. s r. 0., 2002. ISBN 80-86286-1.

[28] Acidobazické titraceAcidobazické indikatorjonline]. Hradec Kralové: Univerzita
Hradec Krélové, 2004 [cit. 2012-04-20].

[29] SOMMER, LubomirZéaklady analytické chemie IBrno: VUTIUM, 2000. ISBN
80-214-1742-0

[30] MONK, Paul M.S Fundamentals of elektroanalytical Chemigiopline]. 2001 [cit.
2012-04-20]. ISBN 978-0-471-88140-6. Dostupné z:
http://books.google.cz/books?id=dAB5g98E2TOC&pmatsfrontcover&dg=Fundamentals+
of+Electroanalytical+Chemistry.&hl=cs&ei=gSrITtmO~&la-
QbgltOk&sa=X&oi=book_result&ct=result&redir _esc=ywmnepage&g=Fundamentals%200
f%Z20Electroanalytical%20Chemistry.&f=false

45



7.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA hyaluronan, kyselina hyaluronova

6AKK 6-aminokapronova kyselina

Lys Lysin

Da Dalton-jednotka molekulové hmotnostD@ = 1,66107" kg)
;./ smykova rychlost

;./c kriticka smykova rychlost

70 limitni viskozita

Moo asymptoticka viskozita

CD44 receptor, na ktery se vaze kyselindungaova
n dynamicka viskozita

r, R polondr

&r relativni permitivita

permitivita vakua
elektricky naboj
Ludolfovagislo
vodivost

aktivita

napti

elektricky proud
koncentrace
aktivitni koeficient
elektricky potencial
plocha

rychlost

sila

vzdalenost

téné napti
moment sily
Uhlova rychlost
Uhel zkoseni
termodynamicka teplota [K]
disociani konstanta
konduktivita
plocha elektrod
vzdalenost elektrod
relativni viskozita

—mag—mezﬂj'n< >M™0 —Co20a3Q0&

Nrel

Krell relativni vodivost 1
Krel2 relativni vodivost 2
PHrel relativni pH

t teplota [°C]
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8. PRILOHY

Tabulka 8: Hodnoty limitnich a relativnich viskogib systém HA sifdlavkem
protonizovaného lysinu v oblasti nizkych koncerntpaic25 °C

CLys Ho Hrel
[mmol-dm™] | [mPas] | [mPa:s]
0,0 108,10 -
0,5 81,08 0,750
1,0 61,96 0,573
15 44,39 0,411
2,0 40,96 0,379
3,0 30,03 0,278
5,0 13,79 0,128
7,0 9,40 0,087
10,0 7,24 0,067

Tabulka 9: Hodnoty limitnich a relativnich viskogib systém HA s/davkem protonizované
6AKK v oblasti nizkych a vysokych koncentrackp °C

CeAKK Ho Hrel
[mmol-dm™®] | [mPas] | [mPass]

0,0 107,85 -
0,5 124,45 1,154
1,0 119,15 1,105
15 119,05 1,104
2,0 112,70 1,045
3,0 113,20 1,050
5,0 112,10 1,039
7,0 100,42 0,931
10,0 86,72 0,804
20,0 74,25 0,610
30,0 70,39 0,579
40,0 54,82 0,451
50,0 45,66 0,375
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