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ABSTRAKT

Tato bakalatska prace se zabyva souhrnem jednoduchych metod pro stanoveni koncentrace
hyaluronanu ve vodnych roztocich a porovnava funkcnost jednotlivych vybranych metod,
jako jsou UV-VIS spektroskopie, IC spektroskopie a metoda stanoveni pomoci alcidnové
modfe. Tyto metody byly vybrany pro jejich jednoduchost a nizkou cenu. Jako
nejspolehlivéjsi z tdchto tii, se jevi metoda IC spektroskopie. Stanoveni koncentrace HA touto
metodou je v deionizované vod¢ u koncentraci nad 0,4 % pomérné piesné. U metody pomoci
UV-VIS spektroskopie vychdzi kalibracni zéavislosti stanoveni linearn€, ale stanoveni nam
neposkytuje charakteristickou informaci ve form¢ piku, to znamend, Ze by toto stanoveni
mohlo byt lehce ovlivnéno dalSimi slozkami vodného roztoku. Slabd iontova sila a
molekulova hmotnost HA ale nemaji na stanoveni vliv. U metody pomoci alcidnové modie
byly vysledky zna¢né nevyhovujici a nekorespondujici s literaturou. Proto tato metoda neni
VvV této podobé pouzitelnd pro stanoveni koncentrace HA. Dal$i moZznou variantou pro
stanoveni koncentrace HA je metoda ELISA. Jedna se o komeréné vyrabéné kity, vhodné pro
stanovovani nizkych koncentraci v nizkych objemech. Jejich cena je ovSem vyS$i nez u vyse
zminénych metod.

SUMMARY

This thesis deals with of simple methods for determining the concentration of hyaluronan in
aqueous solution and compares the performance of each selected methods such as UV -VIS
spectroscopy, IR spectroscopy and the method of determination by alcian blue. These
methods were chosen for their simplicity and low cost of the assay. As the most reliable of
these three methods, seems to be the method of IR spectroscopy. Determination of the
concentration of HA by this method is relatively accurate at concentrations above 0.4 % in
deionized water. The method of UV-VIS spectroscopy is based on a linear calibration curve
determination, but no characteristic peak was detected, which means that this determination
could be influenced by other components of the aqueous solution. Weak ionic strength and
molecular weight of HA does not affect the determination. In the method with alcian blue, the
results were quite unsatisfactory and does not correspond with the literature. Therefore, this
method is not applicable in this form for determining the concentration of HA. Another option
for determining the concentration of the HA is ELISA method. These are commercially
produced kits suitable for determining low concentrations in low volumes. Its price is higher
than the above- mentioned methods.
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1 UvOD

Kyselina hyaluronova (hyaluronan) byla objevena v tficatych letech minulého stoleti.
Nejcastéji je vyuzivana v medicinském odvétvi a v kosmetickém prumyslu. Jednou z
hydratace, mazivové funkce v kloubech a bunécéné funkce. Ma dulezitou ulohu pii ristu,
vyvoji a vyziveé tkani. Dale plni velkou roli pti poskytovani Zivin a odstraiiovani odpadnich
latek z bunék, které nemaji piimé krevni zasobeni, jako jsou napiiklad chondrocyty. Pokud
tyto bunky obsahuji nizsi mnozstvi HA neZ je standard, jednd se o patologicky stav, kdy
nedochazi u bunék k vymeén¢ dulezitych latek. Jelikoz HA stimuluje bunééné pochody, tak se
Snim muzeme setkat i u riznych typd rakovinného bujeni. Po vzniku nadoru se HA
akumuluje v jeho okoli, podporuje jeho rust a zvySuje jeho rezistenci vi¢i chemoterapeutické
lécbé. V rané fazi morfogeneze zaCne hladina HA charakteristicky stoupat. Jeho vcasné
vySetfeni a eliminovani jeho tvorby by se mohlo stat ¢aste¢nou zbrani proti rakoving. Praveé
zvySena afinita rakovinnych bunék k HA mize byt vyuZzita pii vyvoji takzvanych cilenych
nosicovych systémi. Proto je velmi diilezité studovat zplisoby a moznosti stanoveni kvantity
a kvality HA.

Tato prace je zaméfend na jednoduché metody stanoveni koncentrace HA pfedevSim ve
vodnych roztocich. Navrzené metody mohou byt pouzity na Skolnim pracovisti k rGznym
ucelim. Jednim znich je napfiklad kvantitativni analyza postupu pfipravy nosic¢u 1éCiv
pomoci interakci mezi hyaluronanem a tenzidy.

V mé praci jsou popsany vybrané metody, které se pro toto stanoveni daji pouZit. Pro vybér
tématu mé prace a dalsi inspiraci bylo ¢erpano piedevsim z knihy [2].

Experimentalni ¢ast je zaméfena na zkoumani jednotlivych vybranych metod na Skolnim
pracovisti a na vyhodnocenti jejich citlivosti a funkénosti.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Hyaluronan
2.1.1 Historie

V roce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer popsali postup izolace
glykosaminoglykanu z o¢niho sklivce skotu [19]. Ukézalo se, ze tento glykosaminoglykan je
slozeny z kyseliny uronové a aminoglykanu. Pro tento glykosaminoglykan zavedli nazev
kyselina hyaluronova (hyaloid (sklivec) + kyselina uronova.). Dnes je tato makromolekula
oznacovana spise jako hyaluronan a to proto, Ze in-vivo existuje pouze ve form¢ polyaniontu
a nikoli ve forme kyseliny [18].

2.1.2 Struktura a vlastnosti

Hyaluronan (HA) je pfirozené se vyskytujici polydisperzni linedrni polysacharid, spadajici
do skupiny glykosaminoglykanti. Je tvofen z opakujicich se disacharidickych jednotek, a to
D-N-acetylglukosaminu a D-glukuronové kyseliny, které jsou spojeny glykosidickymi
vazbami 8 1-3af 1-4 [1,18].
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Obr. 1. Chemicka struktura zdakladni jednotky hyaluronanu

Z objemné konformace HA lze vyvodit, ze kyselina hyaluronova je schopna vazat velké
mnozstvi vody, a to pfedev§im diky hydroxylovym skupindm, které jsou ve struktuie velmi
pocetné. Jje tedy schopna udrzet vice vody nez jakékoli jiné pfirodni latky [1,18].

Vodny roztok této kyselina je bezbarvy a bez zapachu. Jedna se o viskoelastickou latku, coz
znamena, ze ma velmi vysokou viskozitu a elasticitu, jez jsou zavislé na jeji koncentraci a
molekulové hmotnosti. U vysokych koncentraci a molekulovych hmotnosti se tento roztok
chova jako gel [16,14].

2.2 Infracervena spektroskopie

Infracervena spektroskopie je analyticka metoda uréena piredevsim pro identifikaci a
strukturni charakterizaci organickych sloucenin a také pro stanoveni anorganickych latek.
Tato analytickd metoda je nedestruktivni, tudiZ nedochazi k poskozeni vzorku, ale piesto
poskytuje informaci o slozeni daného vzorku. Tato technika méfi pohlceni infracerveného
zafeni o rizné vlnové délce analyzovanym materidlem. InfraCervenym zafenim je
elektromagnetické zateni v rozsahu vlnovych délek 0.78 - 1000 nm, coz odpovidé rozsahu
vino&td 12800 - 10 cm™. Celé oblast byva rozd&lena na blizkou (13000 - 4000 cm™), stfedni
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(4000 - 200 cm™) a vzdalenou infradervenou oblast (200 - 10 cm™), nejpouzivangjii je stiedni
oblast [8,17].

Princip metody je zalozen na absorpci infracerveného zafeni pii prichodu vzorkem, kde
dochdzi ke zménam rotacné vibracnich energetickych stavli molekuly v zavislosti na zménach
dipdlového momentu molekuly. Vysledné hodnoty vibracnich energii nam vypovidaji o
pevnosti chemickych vazeb, molekulové geometrii a hmotnosti jader, tedy o celé molekulové
struktute [8,17].

Vystupem z této metody je infracervené spektrum, které je grafickym zobrazenim funk¢ni
zavislosti energie, vétSinou vyjadiené v procentech transmitance (T) nebo jednotkach
absorbance (A) na vlnové délce dopadajiciho zafeni. Zavislost energie na vinové délce je
logaritmickd, proto se pouziva vlnocet, ktery je definovan jako pfevracend hodnota vinové
délky, a tedy zavislost energie na vinoctu bude funkce linearni [8].

2.2.1 Stanoveni koncentrace HA pomoci FTIR

V roce 1976 Cael [4] popsal spektrum HA pomoci FTIR. Mimo jiné, bylo mozno zjistit
orientaci molekul ve vlaknech polymeru. Nasledné Gilli [5] pouzil FTIR zatizeni s technikou
ATR ,atlum totalniho odrazu * (attenuated total reflectance )pro analyzu vzorki HA ve
vodném roztoku a zajistil detailnéj§i rozdéleni. Vyhodou spektra vodného roztoku
je potlaceni zbytkového efektu krystalizace [2].
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Obr. 2. Schéma FTIR spektrometru

Jako priiklad této metody je uveden experiment z roku 2006, kdy byl roztok HA s ultra-
¢istou vodou skenovan pomoci FTIR spektroskopie s ATR technikou. Byly provedeny 3
skeny o teploté 20°C a vlnové délce 180 nm a 250nm. Pro urceni pozadi bylo provedeno 64
skentl pii vlno&tu mezi 4000 a 400 cm™ a rozligeni 4 cm™. Zdrojem byl He-Ne laser o vinové
délce 632.8 nm a vykonu 3mW [9].

FTIR spektrometry pracuji na principu interference spektra, méii interferogram
modulovaného svazku zareni po priichodu vzorkem.

2.2.2 FTIR spektrometr s ATR technikou - (ATR, attenuated total reflectance)

Cesky je tato metoda nazyvana metodou zeslabeného vnitiniho odrazu. Tato metoda je
zalozena na principu odrazu optického svazku zafeni na fdzovém rozhrani krystalu a vzorku,



ktery je skrystalem v tésné blizkosti. Zvoleny materiadl krystalu musi byt transparentni
V oblasti nami zvolené vinové délky a musi mit vysoky index lomu, jako napiiklad technicky
diamant. Svazek paprski je pfiveden do krystalu soustavou zrcadel tak, aby thel dopadu na
fazové rozhrani byl totdln¢ odrazen. Pokud méfeny vzorek absorbuje zafeni o urcité
frekvenci, pak bude tato slozka v totalné odrazeném svétle zeslabena. Penetrace do vzorku je
ovlivnéna vinovou délkou dopadajiciho zafeni, tzn., ze s vinovou délkou se zvysuje penetrace
do vzorku, a také indexy lomi vzorku a krystalu. Proto je dulezité pfed vyhodnocovanim
spektra zméfit index lomu méefeného vzorku. Tento jev, kdy mame se zvySujicim se vinoctem
nizsi penetraci do vzorku, je vyrovnavan matematicky, kde toto matematické vyhodnoceni je
soucasti softwarového vybaveni FTIR spektrofotometrti a nazyva se ATR korekce.

Tato metoda je vyhodna tim, zZe nevyzaduje pfiliSnou piipravu vzorku. Daji se s ni stanovit
vysoce absorbujici latky, pevné latky a také plyny. V nékterych zatizenich mize byt krystal
také ponofen do analyzované latky [8].
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vzorek / _________________________

Penetraéni hloubka

ATR krystal
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Obr. 3. Schéma FTIR spektrofotometru s ATR technikou

2.3 UV-VIS spektroskopie

Spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti patii mezi analytické metody, které fadime
mezi elektromagnetické spektroskopické metody. Jejim zakladnim principem je absorpce
elektromagnetického zafeni molekulami vzorku v intervalu 200-800 nm. To znamena, Ze
vyuziva svétlo ve viditelné a ji prilehlé oblasti (ptilehlé UV a infracervena oblast). V této
oblasti elektromagnetického spektra dochazi pfi absorpci k excitaci valencnich elektrond,
které jsou soucasti molekulovych orbitalii. Tato technika je komplementarni s fluorescencni
spektroskopii v tom, Ze fluorescence se zabyva piechody z excitovaného stavu do zdkladniho
stavu, kdezto absorbance méii prechody ze zakladniho stavu do excitovaného [10,20].

Obecné poskytuje malo informaci o struktufe vzorku, ale je velmi uzite¢na pro kvantitativni
méfeni. Koncentrace analytu v roztoku miliZze byt stanovena méfenim absorbance pfi urcité
vlnové délce za pouziti Lambert - Beerova zdkona. Absorpci nebo odraz ve viditelné Casti
spektra piimo ovliviiuje barva zkoumaného vzorku. Tato metoda je tedy povazovana za
kolorimetrickou. Kolorimetrie se vztahuje nejen na slouceniny, které maji absorpcni spektrum



v této spektralni oblasti, ale také na vSechny slouceniny, které po pifidani urcitych cinidel,
vedou k derivatim, které toto méfeni umozni [8].

Tato metoda je piesna, rychld, citlivd a experimentalné nendro¢né. Diky témto vlastnostem
ma velmi Siroké uplatnéni. Pomoci UV-Vis spektroskopie lze v kombinaci s dalSimi
spektroskopickymi metodami identifikovat neznamé latky. Proto se s detektorem UV-Vis
spektroskopie mizeme setkat i u riznych separac¢nich aparatur, naptiklad u HPLC.

Me¢éteni se provadi bud’ pfi dané vinové délce, nebo se snimé celé spektrum v kratkych
casovych intervalech.

Velikou vyhodou UV-Vis spektroskopie je, ze nezalezi na skupenstvi vzorku, ale nejéastéji
se ovSem pouziva pro stanoveni kapalné faze [10,20].

Monochromator . : Detektor

Vstupni $térbina

Disperzni

Svételny
hranol

zdroj

Vstupni $térbina

Obr. 4. Schéma UV-VIS spektrofotometru

2.3.1 Metoda stanoveni koncentrace HA

Cista kyselina hyaluronova je bezbarva. Udaje ziskané z viditelné absorpéni spektroskopie
ale mohou nést urcitou informaci o koncentraci vzorku, HA ma pomérn¢ silnou UV absorpci
v okoli 220 nm, a proto mize byt pouzita pro kvantitativni rozbor ¢istétho HA pii UV
spektroskopii [2].

Na obrazku 5 vidime vystup z UV-Vis spektrofotometru, kde piky pii 220 nm
koresponduji s ¢istym hyaluronanem, lokélni piky pfi 260 nm poukazuji na vyskyt necistot.
Cim vys§i je vyskyt neéistot, tim je pik absorbance pii 220 nm niz§i. Méfeni probihalo
pravdépodobné u ptfedem zfiltrovaného roztoku HA na mikrometrovém filtru o velikosti pori
0,22, pti pH 7,0 [11].
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Obr. 5. Graf zavislosti absorbance na vinové u riiznych roztokii, predevsim 1% roztok HA.

2.4 Alcianova modr

Je kationtové barvivo s chemickym vzorcem C56H68N16S4CI4Cu, tvofici tmavé zelené
krystalky s kovovym leskem. Roztok alcianové modie (AB ,,alcian blue*) 8GX je vhodny pro
identifikaci (rozliSeni) kyselych polysacharidii, napiiklad glykosaminoglykan v rGznych
télnich strukturach, naptiklad v chrupavkach, a také nckterych typti mukopolysacharidi v
tkanovych tezech. Pouziti alcianové modfe je znamo ptedevsim z histologie, zejména u
barveni pro mikroskopii. Alcianova modr je tedy jednim z nejvice pouzivanych kationtovych
barviv pro svételnou a elektronovou mikroskopii. Tkanové dily, které se specificky zabarvuji
po obarveni (od modré po modro-zelenou) se nazyvaji "Alcianophilic". Alcidnové modieni
muze byt kombinovano i s fadou dalsich barveni. Alcianova modi muze byt také pouzita ke

kvantifikaci kyselych glykanii, jak mikrospektrofotometricky v roztoku, tak pro barveni
glykoproteint v polyakrylamidovém gelu [7].

Obr. 6. struktura alcidnové modre
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2.4.1 Metoda stanoveni koncentrace HA

Edward W. Gold [6] vyvinul spektrometrickou metodu pomoci alcidanové modie, ktera
umoziuje jednoduchy, rychly a spolehlivy odhad mikrogramu glykosaminoglykani. Je
vhodna napfiiklad pro stanoveni koncentrace HA v biologickych tekutinach. Tato metoda je
zalozena na rozdilu absorbanci pti 480 nm mezi komplexem HA-barviva (vyssi absorbance) a
fidiciho barviva (niz§i absorbance). Obé& skupiny vykazovaly linearni nartst v rozsahu
5-75 pug [2].

Jako rozpoustédlo pro alcianovou modt byl po testovani riiznych rozpoustédel vybran octan
sodny, protoZe se v ném rozpusti jak barvivo, tak jeho komplex s HA. U rozpusténé¢ AB
v octanu sodném ale dochazi k postupné agregaci. Proto by se mél roztok barviva pouzit co
nejdiive po pripraveé. Absorban¢ni spektrum agregatu je vysS$i pii 480 nm nez u
nezagregované¢ho barviva. A proto ¢im vyssi staii roztoku AB bude, tim vétsi bude métitelna
absorbance u slepého vzorku. S malymi potizemi se setkdvame az po nékolika hodinach stari
roztoku. Agregované barvivo se vysrazi z roztoku béhem 24 hodin. Po této dobé je roztok
barviva nepouzitelny. Rychlost tvofeni agregatu lze pozorovat pii vinové délce 480 nm, kde
muze byt pozorovatelna linearné se zvySujici absorbance v ¢ase. Roztok barviva, ke kterému
byl ptidan HA, také vykazuje postupné zvyseni absorbance pii 480 nm. ZvySenou absorbanci,
pti 480 nm, v dasledku tvorby komplexii 1ze snadno stanovit métenim kazdého vzorku proti
slepému vzorku [2].

Albumin, jednoduché cukry a chloridové ionty nizkych koncentraci neovliviiuji rozbor.
Piikladem je fyziologicky roztok 0,9 %. Pfi vySSich koncentracich téchto ionti miZeme vSak
oc¢ekavat ovlivnéni vysledku [2].

Obrazek 7 ukazuje absorbanci méfenou pii vlnové délce 480 nm, roztoku HA a dalsich
glykosaminoglykanti s roztokem alcianové modie v 0,5 M octanu sodném rozpusténém v
deionizované vodé. Z grafu je patrné, Zze se zvySujici koncentraci roztoku (vétsi mnozstvi
glykosaminoglykanti) roste i rozdil absorbance [2].
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Obr. 7. Kalibracni krivka riznych glykosaminoglykanii pii 480 nm pri uziti roztoku alcidnové modre

Vv 0,5M octanu sodném.

2.4.2 Dalsi metody

S barvenim alcidnovou modii se také setkdvame u kolorimetrické metody stanoveni
koncentrace individudlnich glykosaminoglykanti pomoci elektroforézy, kdy se alcianovou
nebo toluidinovou modti barvi foretogram. Po odbarveni vzniknou komplexy GAG- barvivo a
ty jsou déle izolovany, rozpoustény a disociovany do roztoku. Mnozstvi barviva v roztoku je
poté spektrofotometricky urceno a na zakladé intenzity zbarveni je Stanovena koncentrace
glykosaminoglykant [21]. Tato metoda vSak neni Gplné jednoducha pro bézné stanoveni
koncentrace glykosaminoglykand.

Atomovou absorpéni spektroskopii lze také stanovovat méd’ obsaZenou v komplexech
v komplexech GAG-barvivo. Tato metoda je pomérné citliva, ale vyzaduje technicky
naro¢ng&jsi vybaveni laboratote [6].

Dalsi metoda popisuje izolovani komplext centrifugaci po dvou hodinach reakce barviva s
GAG. Srazené komplexy jsou promyvany a znovu centrifugovany. Obsah
glykosaminoglykanti je poté urCen v roztoku alcianové modie uvolnéné z rozpusténych a
oddelenych srazenin spektroskopicky [6].

2.5 Fluorescenc¢ni rozbor
2.5.1 Princip fluorescence

Mnoho slou€enin pii excitaci svételnym zdrojem ve viditelné nebo ultrafialové oblasti
absorbuje energii, ktera je téméf okamzité znovu emitovana. U vyzafeni jde o pfechod z
prvniho singletového stavu (S;) do singletové hladiny (Sy), kdy se excitovany elektron vraci
do svého zdkladniho stavu, jednd se tedy o sekundarni zaieni. Tento jev se nazyva
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fluorescence, a to proto, ze byl tento jev poprvé pozorovan u mineralu fluoritu. Fluorescencni
zivotnost je pouze nékolik nanosekund [8].

Ve fluorometru se emitované zafeni méfi nejcastéji v kolmém sméru k budicimu paprsku.
Toto emitované zafeni nejprve prochdzi emisnim monochrométorem a poté je detekovano
pomoci fotonasobice (viz. obr. 8).

Touto metodou se dad stanovit i koncentrace mnohych latek. Pro malé koncentrace je
fluorescence na koncentraci linearni, a u vysSich koncentraci miize dochazet ke zhaSeni
fluorescence, zde se jedna o jev nezadouci.

2.5.2 Metoda stanoveni koncentrace HA

Na sklicko jsou nandSeny vazebné proteiny HA (HABP) ziskané z hovézi chrupavky a
nasledné¢ inkubovany spolecné se vzorky obsahujicimi standardni roztoky HA, séra z
normalnich i cirhoznich subjektid, biotinem konjugovanou HABP, nebo europiem znaceny
streptavidin. Po uvolnéni europia z roztoku streptavidinu a HA je finalni fluorescence
zmeétena fluorometrem. Metoda piinasi vysledky 1 v pfipadé ptitomnosti znacného mnozstvi
ostatnich glykosaminoglykanti (chondroitin, heparin) nebo proteini. Je mozné stanovit
mnozstvi HA v rozmezi 0,2 - 500 pg/L. Analyza koncentrace HA u 545 normalnich subjekta
ukdzala primérné hodnoty 14,5 pg/L, zatimco u 40 cirhoznich pacientti 542 pg/L. U starSich
subjektt (vice nez 51 let) byla dokazana vyssi koncentrace HA (pramérné 28 pg/L) nez u
mladsSich subjektt (primérné 13 pg/L). Tato metoda umoziuje velmi precizni detekci HA. Je
Casové nenarocna a nevyuziva radioaktivni materialy [13].

Led dioda  Excitaéni filtr

Emisni filtr

-
> otk
o

Fotonasobié

Obr. 8. Schéma fluorometru
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2.6 Vyuziti Rayleighova rozptylu

2.6.1 Princip Rayleighova rozptylu

Rayleightv rozptyl je nazyvan podle vyznamného anglického fyzika lorda Johna Williama
Strutta Rayleigho a je charakterizovan rozptylem svétla na Gasticich (molekulach) latky.
Nejintenzivnéjsi rozptyl na piekdzce nastava, pokud se rozmér Castice piiblizuje rozméru
srovnatelnému s vinovou délkou. Pfi rozptylu se frekvence zafeni neméni. Tento rozptyl je
takzvana re-emise, coZ znamena, ze vyzaii maly podil absorbovaného svétla o stejné vinové
délce ve vsech smérech. Intenzita Rayleigho rozptylu zavisi na polarizovatelnosti molekul
rozpoustédla [8].

Rayleightv rozptyl (Resonance Rayleigh scattering - RRS) se stal znamym pro jeho
citlivost a jednoduchost v ramci nové analytické techniky vyvinuté v poslednich letech.
Poskytuje informace tykajici se molekularni struktury, velikosti, tvaru, rozlozeni naboje a
dalsi. Tato technologie byla Gsp&$né pouzita ke studiu agregace chromoford u biologickych
makromolekul, pro stanoveni stopového mnoZstvi anorganickych iontd a ke stanoveni
povrchové aktivnich latek pomoci iontové asociacnich reakei s nékterymi barvivy. Pomoci
této metody se da stanovit i koncentrace HAa to pomoci barviva ethyl-violet’ (EV) a jeho
detekci pomoci RRS [14].

2.6.2 Metoda stanoveni koncentrace HA

Experimentalné bylo zjisténo, ze pii pH 4,4 - 8,0 (Britton-Robinson pufr) ma EV s HA
velmi slaby RRS. Pii stopovém mnozstvi HA, vzhledem k tvorbé komplexu HA s EV na
zaklad¢ elektrostatickych a hydrofobnich sil, se RRS intenzita v roztoku zvySuje a objevi se
nové spektrum. Na zdklad¢ tohoto jevu byla vyvinuta jednoduchd a vysoce citlivd RRS
metoda pro stanoveni HA, kdy intenzita RRS je pifimo umérna koncentraci HA [14].

V experimentu byla kyselina hyaluronova (1 mg/ml) pfipravena rozpusténim 0,1 g HA
sodného ve 100 ml vody. Pracovni roztok se dale zfedil vodou na 10 mg/ml. Roztok EV
(2,03 x 10™* mol/l) byl piipraven rozpu§ténim 0,1 g EV ve vods a zfedén vodou na 1000 ml.
Britton-Robinson pufr (tlumivy roztok) byl pfipraven s riznymi hodnotami pH (pH 09/02-
02/11) , a to smichanim smisené kyseliny (slozené z 0,04 mol/l H3PO4, HA a H3BOs)
s0,2mol/l NaOH. Pufr se pouziva k fizeni kyselosti interagujicich systémid. V celém
experimentu byla pouzita dvakrat destilovana voda. Pro méfeni RRS spektra a intenzity pti
dané vinové délce byl pouzit fluorescencni spektrofotometr Hitachi F-2500. Pro méfeni
absorb¢niho spektra byl pouzit UV-Vis spektrofotometr [14].

2.7 Thiobarbituratova metoda

G.W. Jourdian rozvinul metodu stanoveni hyaluronanu pomoci thiobarbituratu. Tento
thiobarbituratovy test je enzymaticky kolorimetricky test, vhodny pro métfeni obsahu HA ve
smési glykosaminoglykanli nebo surovych biologickych extrakti toho divodu, ze je G¢inny
k HA. Thiobarbituratovy test zahrnuje nasledujici kroky: pouziti ¢isténé formy HA lyazy,
Streptomyces hyalurolyticus, u kterého je méné pravdépodobné, Zze bude potlacen dal§imi
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glykosaminglykany, a proto je uCinn&jsi pii degradaci HA k jejim nenasycenym
disacharidovym jednotkam; oxidaci disacharidii kyselinou jodistou na formyl pyruvat a jeho
reakce s thiobarbituratem na chromofor s maximalni absorbanci pii 549 nm.

Jourdianova metoda ma linearni odezvu, tedy citlivost v rozmezi 5-100pug HA. Tuto citlivost
jeste snizil Adams, ktery automatizoval provedeni thiobarbituratového testu s kyselinou
jodistano-thiobarbitovou [2].

Obr. 9 Vzorec kyseliny 2-thiobarbiturové

2.8 Metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ELISA predstavuje v praxi jednu z nejpouzivanéjSich bioanalytickych metod, a to
predevs§im diky jeji specificité, jednoduchosti a snadné automatizovatelnosti. Tato metoda je
zalozena na specifické interakci antigenu s ptisluSnou protilatkou.

Latky, které maji vysokou afinitu k HA, se daji pouzit ke stanoveni koncentrace pomoci
ELISA. Tuto vlastnost maji proteoglykany, které mohou byt isolovany z kloubnich nebo
nosnich chrupek hovéziny. Touto metodou je mozné uréit mnozstvi HA v nanogramech.
Pomoci peroxidaz a alkalickych fosfatdz lze méfit zbarveni komplexu HA-proteoglykan
spektrofotometricky. V tomto piipadé patti ELISA také do kategorie kolorometrickych
metod. Hodi se ptedevs§im ke stanoveni velmi malych koncentraci HA [2].

2.8.1 Vyrobci ELISA kiti

Zde je kratky prehled tovarné vyrabénych ELISA kit. Kazdy kit obsahuje mikrotitracni
desticku, vétsinou 96-jamkovou, s nanesenymi protilatkami, dale c¢inidla pro stanoveni a
navod k pouziti. VSechny kity funguji na stejném principu.

V kitech je vyuZivana piedev§im sendvicovda metoda mezi HA a HABP navazanou na
plastovém povrchu jamky a HABP konjugovanou s kienovou peroxidazou. Pro rozvoj
barevné reakce je ptidan chromogenicky substrat, TMB a peroxid vodiku. Opticka hustota
barvy je meéfena spektrofotometrem pii 450nm. Tato ELISA metoda, diky niz mizeme
stanovit koncentraci HA, byla vymySlena pfedevSim pro serologicka vySetieni u
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revmatoidnich artritid, jaternich fibroz a cirhoz. Tyto kity jsou dostupné predevsim v USA
[2].

Z ptehledu je vidét, ze kazdy vyrobce ma uveden jiny rozsah detekce, jinou citlivost a
délku stanoveni, to se také odrazi v cené jednotlivych kitt. Proto je dulezité védét, na jakou
koncentraci budeme kit potiebovat, a podle toho zvolit ten spravny.

2.8.1.1 VYROBCE : USCN LIFE SCIENCE INC. l

ELISA Kit for Hyaluronic Acid (HA)

Citlivost: 2,5ng/ml 4 g

Rozsah detekce : 7,4 —600ng/ml ” e :’wm
Cena: 11 820 K¢ -
Deélka stanoven: 2,5 hodiny Obr.1.1 ilustracni foto kitu (Uscn Life Science Inc).
Format: desticka 96-jamkova

Standardni kfivka je pro koncentrace 600 ng / ml, 200 ng / ml, 66,67 ng / ml, 22,22 ng / ml,
7,41 ng/ mL

Tento test ma vysokou citlivost a vynikajici specificitu pro detekci (HA).
Z4dna vyznamna zkiizena reaktivita nebo ruseni mezi (HA) a analogti nebyla zaznamenana.

Vlastni test

Zkouska uplatiiuje princip sendvicové metody ELISA. Mikrotitra¢ni desticky jsou v tomto
kitu potaZeny protilatkou specifickou pro kyselinu hyaluronovou (HA).

Standardy a vzorky se pfidaji do pfislusnych jamek mikrotitraéni desticky s biotin-
konjugovanymi protilatkami specifické pro kyselinu hyaluronovou (HA). Déle se do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desti¢ky prida avidin konjugovany s kienovou peroxidazou a nechaji se
inkubovat. Poté se do jamek, které obsahuji kyselinu hyaluronovou (HA), piida TMB
substrat. Biotin-protilatka konjugovana s enzymem a konjugovany avidin vykazuji zménu
barvy. Reakce enzym-substrat se ukonéi pfidanim roztoku kyseliny sirové a zména barvy se
méfi spektrofotometricky pii vinové délce 450 nm + 10 nm. Koncentrace Kkyseliny
hyaluronové (HA) se ve vzorcich stanovi porovnanim se standardy dodavanymi v kytech.

Postup testu
e Pripravte vSechny reagenty, vzorky a standardy;
e Napipetujte 100 pl standardu nebo vzorku do kazdé jamky. Inkubujte 2 hodiny pii
37°C;
e Pridejte 100 ul ptipraveného detekéniho reagentu A. inkubujte 1 hodinu pii 37°C;
e Odsajte a promyjte 3 x;
e Pridejte 100 pl pfipravené detekcéniho €inidla B. Inkubujte 30 minut pfi teploté 37°C;
e Odsajte a promyjte 5x;
e Piidejte 90uL substratu. Inkubujte 15-25 minut pii 37°C;
e Piidejte 50 ul zastavovaciho roztoku. Zméite ihned pii 450 nm .
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2.8.1.2 VYROBCE: CUSABIO
Human Hyaluronic Acid (HA) ELISA Kit

Citlivost: 0,039 ng/mi
Rozsah detekce: 0,156 — 10 ng/ml
Cena: vyrobce neuvadi
Délka stanoveni: 1- 4,5 hodiny
Format: desticka 96-jamkova

2.8.1.3 VYROBCE: CORGENIX
Human Hyaluronic Acid (HA) ELISA Kit

Citlivost: vyrobce neuvadi ng/ml
Rozsah detekce: vyrobce neuvadi ng/ml
Délka stanoveni: 2 hodiny

Format: desticka 96-jamkova

2.8.1.4 VYROBCE: MYBIOSOURCE
Hyaluronic acid, HA, ELISA Kit

Citlivost: 1,02 ng/ml

Rozsah detekce: 2 — 600 ng/ml

Cena: 9 700 K¢

Délka stanoveni: 2 — 3hodiny

Format: desticka 96-jamkova

2.8.1.5 VYROBCE: ECHELON

Hyaluronic acid (HA) sandwich ELISA Kit

Citlivost: 25 ng/ml

Rozsah detekce: 12,5 — 3200 ng/ml
Cena: 14 350 K¢

Délka stanoveni: 2 — 3hodiny

Format: desticka 96-jamkova

EI'SAKIT

wERe e o

SRS N

Obr.1.2 ilustraéni foto kitu (Cusabio

Obr.1.3 ilustra¢ni foto kitu (Corgenix)

Stanovujeme jim HA o velikosti fetézce nizsi nez 130 kDa.

Hyaluronic acid (HA) competitive ELISA Kit

Citlivost: 25 ng/ml
Rozsah detekce:5 0 - 1600ng/ml
Cena: 13 390 K¢
Délka stanoveni: 2 — 3hodiny
Format: desticka 96-jamkova

Daji se s nim stanovit vSechny velikosti fetézce HA.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast je zaméfena na ovéieni vybranych nalezenych metod. VSechna procenta
jsou uvedena v hmotnosti HA na objem roztoku (w/v) .

3.1 UV-VIS spektroskopie
Tento experiment se opira o fakta z kapitoly 2.3.

3.1.1 Pouzité chemikalie

Hyaluronan sodny od firmy Contipro
1500 —1 750 kDa (Sarze 2013-4722 tedy piesna molekulova hmotnost: 1 669 kDa)
15 — 30 kDa (8arze 212-2069 tedy ptesna molekulova hmotnost: 15 kDa)

3.1.2 Postup stanoveni

V naSem pokusu byla zvolena koncentrace pro prométeni 0,025 —0,4% roztoku
hyaluronanu v deionizované vodé. Tato koncentrace byla zvolena proto, aby kalibra¢ni kiivka
vychazela co nejvice linedrné.

1.

Byl ptipraven 0,4% roztok HA (1500 — 1750kDa) v deionizované vod¢. Po cca 24 hodinach
stalého michani na automatické michacce pi1 pokojové teploté byl tento roztok roziedén na
koncentraéni fadu v rozmezi 0,4 — 0,05 % s krokem 0,05 a dale byl pfipraven jesté nejvice
zfedény roztok 0,025%. Pfed samotnym méfenim se roziedéné roztoky nechaly michat
dalSich cca 24 hodin na automatické michacce.

Roztoky byly proméfeny na dvoupaprskovém UV-Vis spektrofotometru Hitachi U-3900H
v rozmezi UV oblasti (200 — 400 nm) v kifemenné kyveté o tloustce 1 cm. Jako slepy vzorek
byla pouzita deionizovana voda.

2.

Jelikoz tato metoda nevychazela zcela podle o¢ekéavani, byla provedena dal$i dvé stanoveni.
V jednom byl hyaluronan roziedén v 0,15 M NaCl na koncentraci 0,4 % HA (1500 —
1750 kDa) v NacCl, aby se ovéfil vliv iontové sily.

3.

V dalsim byl hyaluronan opét fedén deionizovanou vodou, ale byla zvolena nizsi
molekulova hmotnost HA (15 — 30 kDa). Postup fedéni byl obdobny jako u prvniho stanoveni
(u postupu s pouzitim NaCl bylo fedéno 0,15 M roztokem NaCl).
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3.2 Alcianova modr

Postup nasi metody byl zpracovan dle literatury [6], kdy se alcianova modf nafedi v
roztoku octanu sodného. Tento roztok je povazovan za slepy vzorek a pifikapnutim roztoku
hyaluronanu 1:12 vytvofime vzorek k proméfeni. Kalibra¢ni kiivku jsme zpracovali z nejnizsi
absorbance, ktera nalezi blizkosti 480 nm. Tato metoda by méla byt citliva na koncentra¢ni
rozmezi 5 — 75 pg/ml.

3.2.1 Pouzité chemikalie

Hyaluronan sodny od firmy Contipro 1500-1 750 kDa (Sarze 2013 — 4722, tedy ptesna
molekulova hmotnost: 1 669 kDa)
Alcianova modf (Alcian blue 8 GX) od spol. Sigma-Aldrich spol. s.r.o. (Sarze 75881-23-1)
Octan sodny

3.2.2 Postup stanoveni

1.

Byly pfipraveny roztoky HA ve vodé v rozmezi koncentraci 0,005 — 0,08 %, coz piiblizné
odpovida hodnotam, pfti kterych je tato metoda citliva.

Nejprve byl piipraven roztok 0,08% HA (1500 — 1750 kDa) v deionizované vod¢, kdy po
cca 24 hodinach michani na automatické michacce pii pokojové teploté byl tento roztok
roziedén na koncentra¢ni fadu v rozmezi 0,005 — 0,08 % s krokem 0,01. Pfed samotnym
meéfenim se roziedéné roztoky nechaly michat dalSich cca 24 hodin na automatické michacce.
Dale byl tésné pred timto méfenim piipraven roztok alcianové modie 0 koncentraci 1,4mg/ml
v 0,5 M octanu sodném, takze na pripravu 25 ml roztoku octanu sodné¢ho bylo navazeno
1,701 g trihydratu, a 0,035g alcianové modie bylo doplnéno timto roztokem, na 25 ml
Vv odmérné barice.

Vlastni méfeni bylo provedeno na dvoupaprskovém UV-Vis spektrofotometru Hitachi U-
3900H v rozmezi (400 — 700 nm)v plastové jednorazové kyveté o Sifce 1 cm. Jako blank byl
pouzit roztok, ktery byl pftimo namichan v kyveté, a to 0,2 ml H,O s 2,4 ml ptipraveného
roztoku alcianové modie. Vzorek ke stanoveni byl namichén obdobné, takze k 0,2 ml vzorku
(HA) byly ptidany 2,4 ml roztoku alcianové modie. Kyveta s pfipravenym vzorkem se pied
meéfenim ponechala 10 minut inkubovat pii pokojové teploté.

2.

V disledku toho, ze vysledky ztéto metody neodpovidaly zavéru podle Golda, byly
proméfeny Casové zavislosti roztokti alcianové modie (v octanu sodném) o koncentraci
0,14mg/ml a 1,4Amg/ml a to kazdych 5 minut po 1 hodinu proti 0,5M octanu, tésné po
namichani roztokd.

3.

Roztoky byly pozorovany také po vizualni strance, a to roztoky alcidnové modie 0
koncentraci 1,4mg/ml v 0,5M octanu ve vodé a 0,1% roztoku kyseliny hyaluronové.
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4.

Na zéklad¢ téchto pozorovani byla celd metoda dle Golda zopakovana jest¢ jednou
s nepatrnou zménou. Roztok alcianové modie 0 koncentraci 1,4mg/ml byl namichan pouze v
deionizované vod¢. Jako slepy vzorek byl pouzit nejprve roztok barviva s 0,2 ml H,O a poté
samotna voda. Tato zména byla provedena na zakladé dobré rozpustnosti AB v H,0.

3.3 Infracervena spektroskopie

3.3.1 Postup a stanoveni
1.

Byly pouzity stejné roztoky HA, jako u prvniho stanoveni HA pomoci UV-VIS
spektroskopie.

Postupné byly toto roztoky méfeny na FTIR spektrometru s ATR technikou. Nejprve bylo
zméteno spektrum pozadi, v nasem piipad¢ deionizované vody, a to tak, Ze bylo kapnuto100
ul deionizované vody na ATR krystal (technicky diamant) do nastavce na vzorek, tak aby
vzorek byl v dokonalém kontaktu s timto krystalem kvuli dostatecnému priniku zafeni ve
form¢ evanescentni viny do vzorku. Krystal byl piekryt nekorodujicim vickem tak, aby se
latka nemohla béhem méfeni odpaftit. Nasledné¢ bylo proméieno spektrum v rozmezi vinocti
4000 — 0 cm™. Po zmé&feni pozadi bylo sejmuto nekorodujici vicko a néastavec na vzorek.
Voda byla setiena z krystalu bunicitou vatou a dale byl krystal a ostatni komponenty dukladné
ocistény ethanolem. M¢éfeni vzorkl probihalo obdobné. Kvili tomu, ze penetra¢ni hloubka
zafeni do povrchu vzorku je zavisla na vlnové délce, byla proto u ndmi namétfenych
infracervenych spekter udélana ATR korekce.

2.

Jelikoz tato spektra nevychazela podle o¢ekavani, byla vytvofena nova koncentracni fada, a to
0,4% —0,7 % s krokem 0,1%. Tyto roztoky byly pfed samotnym méfenim odstfedény po
dobu 10 minut pii 4 000 otackach/minutu. Dalsi postup je obdobny jako u piechoziho
stanoveni, v¢etné spektra pozadi, kde byla zvolena také deionizovana voda.

4 \/YSLEDKY A DISKUZE

4.1 UVIVIS

V naSem stanoveni bohuzel ptfi 220 nm neni znatelny zadny pik, pouze pii 200 nm je
znatelny pik s velkym Sumem (viz obr. 10), coz muze byt zpisobeno vysokou koncentraci
roztoku. Pouze nepatrny pik je pfi cca 260 nm, coz zfejmé vypovida o vyskytu necistot
ve vzorku.

Ve vysledném grafu kalibracni kiivky, ktery byl vytvofen z vinové délky 220 nm (viz.
kapitola 2.2) byly vynechany krajni hodnoty koncentrace HA a to, 0,25 % a 0,4 % protoze
jejich hodnoty nespadaly do linearni pfimky. Tato kalibracni kiivka (viz obr. 11) je tedy
v rozmezi 0,05 % - 0,35 %.
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Obr. 10. Priklady grafii zavislosti absorbance na vinové délce u roztokii, vpravo 0,3% HA ve vodé a
vlevo 0,05% HA ve vodeé.
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Obr. 11. Graf 'kalibracni krivky pri 220 nm, roztoku hyaluronanu (1500 — /750 kDa) ve vodé.

U ovéfeni zdvislosti na iontové sile a molekulové vdze nam vyslo, Ze nemaji vliv na
samotné méfeni. Na obrazku 12 jsou vyneseny kiivky linedrni regrese vSech tfi stanoveni.
Vzhledem k tomu, Ze se pifimky navzajem piekryvaji lze usoudit, ze iontova sila roztoku
(0,5 M NacCl), ani molekulova hmotnost HA, nemaji na toto stanoveni vliv.
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Obr. 12. Graf zavislosti absorbanci roztokit HA ve vodé pii 220 nm na koncentraci, proloZena linedrni

regresi.

411 Zhodnoceni

Z této metody tedy vyplyva, ze ji lze stanovit koncentrace HA, ale pouze za uréitych
podminek, jelikoz neni nikterak specifickd a pfi 220 nm nam nevychazi zadny pik. To mize
byt zpisobeno velkym mnozstvim rozpusténych plyni ve vzorku, které mohou ovliviiovat
vysledné spektrum. Dale na stanoveni miZe mit vliv 1 pH roztoku. Pro dalsi stanoveni by bylo
vhodné roztoky pfed samotnym meétfenim odstfedit. DalSi moznosti by bylo roztoky pied
samotnym métfenim zfiltrovat na filtru s malou velikosti pori, aby doslo k rozbiti moznych
agregatu.

Lze tedy usuzovat, Ze touto metodou by se dala stanovovat koncentrace HA pievazné
v ¢istych vodnych roztocich.

4.2 Alcianova modr

1.

V prvnim experimentu bylo pracovano piesn¢ podle Goldova postupu. Vysledky z této
metody byly zna¢né nevyhovujici. V grafu tohoto experimentu jsou jisté podobnosti
s vysledky Goldova experimentu (viz. obr. 13). Ur¢ité piky a minima v naSem grafu jsou také
(viz. obr. 14), nicméné¢ z hodnot absorbance ziskanych pfi urcitém minimu (pf. 490 nm)
nebylo mozné vytvofit kalibra¢ni kiivku.

v v

v w7

Goldové koncentra¢nimu rozmezi.
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Obr. 13. Goldiv graf zavislosti absorbance na vinové délce (nékolika glykosaminoglykanii)vyznacen
pouze HA.
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Obr. 14. Graf riznych koncentraci HA v roztoku AB v 0,5M octanu sodném.
2.

U prométeni roztoku alcianové modie v case bylo zjisténo, Ze po patnacti minutach se jeji
absorbance radikalné zméni (viz. obr. 15). To je zpusobeno reakci octanu s barvivem, které
vytvaii urcité agregaty. Vzhledem k tomu, Zze Gold popisuje ve své metodé barvivo jako
stabilni po dobu jedné hodiny, graf na obrazku 15 toto tvrzeni nepotvrzuje. Tudiz nelze fict,
7e by AB v octanu byla stabilni.
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Obr. 15. Graf zavislosti absorbance roztoku alcidnové modie V octanu sodném o rizné koncentraci na

Case, pri vinove délce 480 nm.
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Obr. 16. Graf zavislosti absorbance na vinové délce U alcianové modie (0,14 mg/ml) v octanu sodném

V riiznych casech (min).

3.

Pti sledovani rozpustnosti alcianové modii ve vodé a 0,5 M octanu, se alcianova modf
dokonale rozpustila v obou. Roztoky byly modré a ¢iré, a proto mohla byt proméfena
zavislost absorbance na vinové délce v rozmezi 350 — 600 nm (viz. obr. 17). Z grafu vyplyva,
7ze vysSi absorbanci ma roztok soctanem sodnym. Tyto roztoky byly dale vizuédlné
pozorovany i druhy den po roziedéni (viz. obr. 18). Na obrazku je viditelné zakaleni roztoku
octanu sodného s AB, zatimco co vodny roztok je stale Ciry. Treti den byl vodny roztok AB
stale ¢iry, kdezto roztok octanu sedimentoval (viz. obr. 19).

U roztoku AB s 0,1% HA ve vodé o celkové koncentraci barviva 1,4mg/ml se za¢ala HA
hned srazet s barvivem (viz. obr. 20), proto tento roztok nemohl byt prométen. Druhy den
pozorovani byla veskera HA s AB vysraZena z roztoku ve formé& malych modrych Supinek.
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Obr. 17. Graf zavislosti absorbance na vinové délce rozpusténé AB ve vodé a 0,5 M octanu sodném o
celkové koncentraci 1,4mg/ml.

Obr. 19. Roztoky AB trieti den po rozpusténi, ve vodé je alci stale cird (vlevo) kdezto AB v octanu
sedimentovala (vlevo).
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Obr. 20. AB rozmichand v 0,1% HA o celkové koncentraci AB 1,4mg/ml vlevo tésné po promichani,
vpravo po 24 hodindch.

4,

U proméfené koncentraéni fady ve vodg, proti AB s 0,2 ml vody, vysly vSechny absorbance
zaporné. To byl dusledek toho, Ze se roztok se zvysujici koncentraci odbarvoval, a tedy byl
svétlejsi nez slepy vzorek. Proto byla cela koncentracni fada proméfena proti samotné vode
(viz. obr. 21). Tento graf je velmi odlisny od grafu na obrazku 14, kde byla AB rozpusténa
Vv octanu sodném. Vedle minima tu mame absorpéni maximum pfi cca 625 nm. Z tohoto
maxima vsak nelze sestrojit kalibra¢ni kfivku. Hodnoty sice klesaji s rostouci koncentraci, ale

nerovnomerne.
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Obr. 21 promeéreni koncentracni Fady HA s AB 1,4mg/ml ve vodé proti vodé.
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4.2.1 Zhodnoceni

Tuto metodu, kterou popsal Gold, se nam bohuzel nepodafilo zopakovat. Proto nebude
prozatim na Skolnim pracovisti pouzivana ke stanoveni koncentrace HA. Diivodi, pro¢ tuto
metodu nelze zopakovat, mize byt hned nékolik. Naptiklad ten, ze tato metoda byla
vymySlena v roce 1979 a tehdy jesté nebyly tak citlivé piistroje. Je také mozné, Ze byly
pouzity trochu odlisné chemikélie. Dale mohlo dojit k ur¢ité chybé pii stanoveni, a to
naptiklad nedokonalym promichanim roztoku pted samotnym méfenim. To by znamenalo, ze
se nemusely vytvorit stabilni komplexy, a tim tedy doslo k ovlivnéni vysledku.

Dal$i moznou variantou tohoto stanoveni by bylo centrifugovani vzorku pfed samotnym
meéfenim.

4.3 Infracervena spektroskopie

1.

Z obrazku 22 je patrné, ze se zvysujici koncentraci se nezvySuje ani nesnizuje absorbance
u jednotlivych vibraci, ale absorbance je ndhodna. Proto z téchto dat nelze vytvoftit kalibra¢ni
ktivka.

Déle bylo zjiSténo, ze méfitelnd koncentrace je od 0,25 % vys, jelikoz piky u nizsich
koncentraci nebyly znatelné. Nejvyssi proméfena koncentrace byla 0,4 %, protoze vzorky
s vyssi koncentraci nebyly pro danou metodu piipraveny. Predpoklad byl, ze u roztoku s vyssi
koncentraci by kalibra¢ni kiivka mohla vychazet vice linearné.

2.

U roztoku vyssich koncentraci (viz. obr. 23) je vidét, ze piky absorbance rostou linearné
s koncentraci, tudiz se na§ predpoklad u vyssich koncentraci potvrdil. Dale na obrazku
24 Obr. 24 muzeme vidét, jak vysledné spektrum ovliviuje to, zda byl roztok odstiedén ¢i
nikoli. Zmény u nékterych vibraci jsou dost znatelné, ale u nami vybranych pikt, ze kterych
byly vytvoteny kalibra¢ni kiivky, je zmé&na pouze v jejich vyhlazeni. Kalibra¢ni kiivka miize
byt vytvorena jak z vibraci C-OH v sekundarnich alkoholech s vibraci C-O-C v glykosidu pfi
vlnoétu 1083,798 cm™ |, tak z vibraci C-OH v sekundarnich alkoholech pii vinoctu
1043,301 cm™ . Linearngjsi kalibrace viak byla ziskana pro pik odpovidajici vino&tu
1.083,798 cm™ (viz. obr. 2.).
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Obr. 22. Vysek z celkového spektra zavislosti absorbance na vinoctu, U nizsich koncentraci vodnych

roztokit HA, z infracervené spektroskopie.
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Obr. 23. Vysek z celkového spektra zavislosti absorbance na vinoctu, u vyssich koncentraci vodnych

roztokut HA, z infracervené spektroskopie.
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Obr. 24. Graf zavislosti absorbance na vinoctu 0,4% odstiedéného a neodstredeného roztoku HA.
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Obr. 25. Graf zavislosti absorbance na koncentraci roztokit HA, z infracervené spektroskopie, pri
dvou ruznych vinoctech, 1083, 798cm™ a 1043,301cm™,

4.3.1 Zhodnoceni

Z vysledkt ovéfovani této metody plyne, Ze stanoveni koncentrace HA lze provadét
pievazné u koncentrace > 0,4 %. Dale je dilezité, aby byl roztok pfed stanovenim odstiedén,
abychom docilili co nejmensi koncentrace rozpusténého kysliku a oxidu uhli¢itého ve vzorku.

ProtoZze tyto plyny ndm pravdépodobné zkresluji vysledné spektrum.
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5 ZAVER

Cilem této prace je shrnuti a popis jednotlivych analytickych metod pro stanoveni kvantity
hyaluronanu a vyzkouseni jejich funk¢nosti na $kolnim pracovisti. U jednotlivych metod jsou
popsany jejich principy a zptusoby stanoveni. Dale jsou popsany jejich vyhody, nevyhody a u
vyzkousenych metod je popsana jejich funk¢énost na Skolnim pracovisti. Analyza vzorku
roztoku hyaluronanu pomoci Infracervena spektroskopie ve vodném roztoku ma znacéné
vyhody. Nijak neporuSuje ani nekontaminuje vzorek a spektrum potlacuje zbytkovy efekt
krystalizace. V nasem stanoveni se nam tato metoda jevi jako velice nadéjna, jelikoz jsme
dosahli linearni kalibra¢ni zavislosti ze zvySujici se koncentraci. Tato metoda by se tedy dala
pouzit ke stanoveni koncentrace HA, ale nevime, jak moc ji ovliviuji jiné latky. Metoda UV-
viditelné spektroskopie vynika ptesnosti, rychlosti, citlivosti a experimentalni nenaro¢nosti.
V nasem experimentu jsme sice nedosahli vysledkl (piku), jak jsou popséany V literatute, ale
bylo dosazeno uspokojivych linearnich hodnot kalibracni ptimky pii vinové délce 220 nm.
Dale bylo zjisténo, Zze na toto stanoveni nema vliv molekulova hmotnost HA, ani iontova sila
roztoku, takze se koncentrace HA miuze stanovovat i v roztoku se zbytkovymi chloridy.
Zatimco u metody s pouzitim alcidnové modie vysokd koncentrace chloridovych iontd
ovliviiuje rozbor. U této metody bylo proméfeno hned n€kolik parametri, ale i tak jsme
nedosahli vysledk, jaké uvadi literatura.

Metody, které nebyly vyzkousSené, jsou zde zminény.

Metoda za pomoci fluorescencniho rozboru umozituje velmi precisni detekci HA, je ¢asove
nenaro¢na a nevyuziva radioaktivni materialy. Stanoveni pomoci Rayleighova rozptylu
ma velkou citlivost a je velmi jednoduché. Pro méfeni absorpéniho spektra se vyuziva
UV-Vis spektrofotometr. Thiobarbituratovy rozbor je enzymaticky kolorimetricky test,
vhodny pro méteni obsahu HA ve smési glykosaminoglykant. Stanoveni pomoci ELISA Kitd
se hodi pfedevs§im pro velmi nizké koncentrace. Tyto tovarn¢ vyrabéné Kity velmi usnadiuji a
zrychluji praci. Jejich velkou vyhodou je, ze se hodi pro stanovovani opravdu malych objemt
a jsou velmi citlivé. Nevyhodou je jejich vysokd cena. Uvedené kity maji rlizny rozsah
detekce, citlivost, délku stanoveni a podle toho se odviji i jejich cena.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATR

alcianova modt (alcian blue)

infracervena spektroskopie, méfeni na krystalu
Dalton, jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da odpovidéa 1 g/mol
ethyl violet’

inftacervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
glykosaminoglykan

hyaluronan sodny — kyselina hyaluronova

Specifické protilatky pro hyaluronan

vysokotlaka kapalinovéa chromatografie

intenzita

infracervena spektroskopie

nanometr

rezonance Rayleigho rozptylu

transmitance

tetramethylbenzidin

ultrafialové zateni

spektroskopie v oblasti ultrafialové a viditelné oblasti
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8 PRILOHY
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Obr. 26. Graf zavislosti absorbance na vinové délce u alcianové modie (1,4 mg/ml) v octanu sodném

V riiznych casech (min).
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Obr. 27. Celé spektrum zavislosti absorbance na vinoctu z IC pro nizsi koncentrace.
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Obr. 28. Celé spektrum zavislosti absorbance na vinoctu z IC pro vyssi koncentrace.
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