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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva dynamikou systému hyaluronanu (HA) a hovéziho sérového
albuminu (BSA). Pti vyzkumu bylo pouzito téchto metod: povrchova reologie, tenziometrie,
metoda maximalniho ptetlaku v bubliné a UV-VIS spektrofotometrie. K méteni byly pouzity
roztoky sriznou koncentraci albuminu akonstantni  koncentraci  hyaluronanu
(vysokomolekularniho i nizkomolekularniho) apoté naopak. Vsechny roztoky byly
proméfeny a ziskana data byla porovnavana s vysledky sérového albuminu v pufru bez
hyaluronanu. Roztoky byly pfipravovany v prostiedi citratovo-fosfatového pufru o pH
ptiblizné 4. Byly pozorovany interakce mezi hyaluronanem a sérovym albuminem.

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the hyaluronan and albumin system dynamics. In this study
was to use these methods: interfacial rheology, tensiometry, method of maximum pressure
in the bubble and UV-VIS spectrophotometry. The measurements were used with various
concentrations of albumin and a constant concentration of hyaluronan( high molecular
and low molecular too) and then conversely. All solutions were measured and the obtained
data were compared with the results of BSA in buffer without HA. Solutions were prepared
with citrate-phosphate buffer of pH about 4. Were observed interaction between HA
and BSA.

KLICOVA SLOVA

Kyselina hyaluronova, hovézi sérovy albumin, povrchova reologie, tenziometrie, metoda
maximalniho pfetlaku v bubling, UV-VIS spektrofotometrie.

KEY WORDS

Hyaluronic acid, bovine serum albumine, interfacial rheology, tensiometry, maximum bubble
pressure, UV-VIS spectroscopy.
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1 UVOoD

Vroce 1934 se poprvé K. Meyerovi al. Palmerovi podafilo izolovat kyselinu
hyaluronovou z o¢niho sklivce hovéziho skotu. V té dobé jesté ani netusili, ze tento jejich
objev bude mit takové vyuziti zejména v medicin€, farmacii a kosmetice. Jeji hlavni vyhodou
je, ze se prirozen¢ vyskytuje v lidském organismu, a tak je hodné pouzivana pii 1€cb¢ revma,
osteoartritidy nebo pii koznich zranénich. Nezpisobuje zadné alergické reakce, je snadno
odbouratelna a v tkanich zajist'uje viskoelasticitu.

Jedna se o polymer, ktery je schopen vazat vysoké mnozstvi vody diky existenci velkého
mnozstvi hydroxylovych skupin ve své struktuie a diky nébojové repulsi vyvolané
karboxylovymi skupinami disociovanymi pii fyziologickém pH je ve vodé celkem dobie
rozpustny. Hydroxylové a karboxylové skupiny jsou velmi vyhodnymi misty pro chemické
modifikace [1].

Cilem této prace bylo prozkoumat interakce HA a BSA, jak se méni povrchové napéti
Vv citratovo-fosfatovém pufru a hlavnim cilem bylo zjistit, zda je hyaluronan vhodnym
nosic¢em 1é¢iv pii 1é€bé rakoviny a zda je mozné zabudovat 1é¢ivo do albuminu. Ke studiu
byly pouzity reologické, tenzometrické, turbidimetrické metody a UV-VIS spektrofotometrie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je piirozené se vyskytujici linearni polysacharid. Poprvé se
Ji podafilo izolovat K. Meyerovi aJ. Palmerovi v roce 1934. Do té doby byla neznamou
latkou. Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana z o¢niho sklivce hovéziho skotu.
Pojmenovani dostala diky obsahu kyseliny uronové (uronic acid) a jejiho pivodu z ¢ocek
(hyaloid = sklo) [2].

2.1.1 Struktura a vyskyt

Kyselina hyaluronovéd je pfirodni, negativnhé nabity polysacharid diky disociaci
karboxylovych a hydroxylovych skupin. Vyskytuje se ve velkém rozmezi molekulovych
hmotnosti (cca 10*-10° g/mol) a vétsinou je uspofadana do nerozvétvenych makromolekul.
Struktura je tvofena pravideln€ se opakujici disacharidickou jednotkou. Tato disacharidicka
jednotka je tvofena z B-(1-3)-N-acetyl-D-glukosaminu a B-(1-4)-D-glukuronové kyseliny.
V molekule kyseliny hyaluronové mtze byt az 10 000 a vice opakujicich se disacharidovych
jednotek. V disociovaném stavu nesou za fyziologickych podminek vSechny glukuronové
jednotky zaporny naboj. Tento zaporny naboj se kompenzuje kationty, zejména Na*, K", ca?*
a Mg®* [2]. Kdyz se kyselina hyaluronova nachazi ve form& sodné &i jiné soli, nazyva se
hyaluronan.
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Obr. 1: Hyaluronan.

HA je latka lidskému t€lu vlastni. To znamena, Ze u obratlovcd se hyaluronan vyskytuje
prakticky ve vSech tkanich. Jednak muze byt vazan na extracelularni matrix jako jeji
organizator nebo muze byt volny jako humektant (kfize), lubrikant (vétsi klouby), latka
udrzujici tvar (o¢ni bulva). Déale miize byt i jako slozka vypliiové hmoty nekterych orgént
(pupecni $nura) [1]. Anejvyssi koncentrace HA v lidském téle je dosahovana praveé
Vv synovialnich tekutindch, pupecni $nife, chrupavkach a sklivci. V pfirodé se jest¢ HA
vyskytuje ve vysokych koncentracich napiiklad v kohoutich hiebincich, nebo v kuzi
zralokt [2]. Pro laboratorni ucely se vyuziva tieba 1 hyaluronan z prase¢i kuze
nebo osrde¢nikové tekutiny kralikd.

2.1.2 Zdroje a vyroba HA

V soucasné dob¢ je HA ziskavan ve velké mife mikrobialni fermentaci z mikroorganism,
ato konkrétné¢ ze specialné modifikovaného druhu streptokokt (Streptococus Equi
nebo Streptococus Zoepidemicus). Tyto bakterialni kmeny dokazi produkovat velice Cisty
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hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti. Jesté Castéji se vyuziva genetické modifikace
bakterie Bacillus subtilis, kde se vyuziva jeji schopnosti rychle se mnozit, pfi¢emz produkuje
jen velmi malé mnozstvi endotoxinii a exotoxini. Diky tomu spliiuje normy pro pouziti
v mediciné. Pro kosmetické tcely je pouzivan i HA izolovany z kohoutich hiebinkti, nicméné
tato vyroba je v celosvétovém métitku uz minoritni [2].

2.1.3 Vyuiiti a vlastnosti HA

HA plni v lidském té€le mnoho funkci. Napfiklad brani prostupu virti a bakterii ptes matrici
K bunce, v synovialni tekutiné slouzi HA diky svym viskoelastickym vlastnostem jako
lubrikaéni ¢inidlo a tlumi¢ narazd, zlepSuje metabolismus chondrocytt a inhibuje degradaci
kloubni chrupavky, brani ukladani kolagenu atim podporuje bezjizevnaté hojeni tkané
a spoustu jinych funkci. VSechny tyto funkce a vlastnosti hodn¢€ zavisi na molekulové
hmotnosti hyaluronanu [3]. Vysokomolekularni hyaluronan plni ulohu lubrikantu, humektantu
a krom¢ toho ma jesté¢ organizacni roli. To znamend, Ze po interakci s proteoglykanovymi
podjednotkami vytvari obrovské nadmolekuldarni utvary, atim obsazuje znac¢nou Cast
extracelularniho prostoru a pak ma vliv na organizaci slozek v tomto prostoru. Naproti tomu
hyaluronan s nizkou nebo velmi nizkou molekulovou hmotnosti (pod cca 500 kg/mol) ma vliv
na déje, které probihaji v buitkdch nebo tkanich. Studiemi bylo dokazéano, Ze ¢im niZsi je
molekulova hmotnost hyaluronanu, tim vykazuje vyssi biologickou aktivitu [1].

Hyaluronan je v soucasné dob¢ vyuzivan a zkouman ve vicero oborech: bunéc¢na biologie,
kosmetika, chirurgie, imunologie, farmaceutika atd. Avsak diky tomu, ze se HA pfirozené
vyskytuje v lidském téle, je odbouratelna aneni toxicka, ma velké uplatnéni zejména
v kosmetice a medicing. V medicing se hyaluronan vyuzivd v mnoha oblastech. Siroké
uplatnéni ma v o¢nim lékatstvi, kde pomaha zvlhcovat povrch oka ve formé o¢nich kapek
nebo pomaha chranit o¢ni tkané béhem operaci [3]. Velmi ¢asté jsou aplikace HA na pokozku
ve formé kréml nebo geld, kdy dochdzi kurychleni hojeni z dGvodu zvlhcéeni ran
a potlacovani zjizveni. Dalsi vyuzZiti HA je napfiklad pfi vyméné synovidlnich tekutin
v kloubech nebo pii vyhlazovani vrasek, kde se HA dopliiuje do kize, hrtanu nebo hlasivek.
V soucasné dobé je vSak velice popularni vyzkum HA z pohledu nosi€ovych systéml pro
cilenou distribuci 1é€iv. Pfi cilené distribuci 1é¢iv jde o d&j, kdy je 1é€ivo (aktivni latka)
zabudovano uvnitf nosice aje dopraveno az do postizené oblasti. V idedlnim ptipadé se
zdravou tkani neinteraguje. Jde tedy oEPR efekt (zangl. Enhanced Permeability
and Retention) tudiz o zvySenou propustnost a zadrz, protoze velké molekuly se do
nadorovych tkani dostdvaji snadnéji a pak se tam hromadi. Celkem casto se tam hromadi
I koncentra¢né, napiiklad iofad od okolni tkané. Uvolnéni toho I1éCiva znosice
je ovliviiovano vicero faktory, napiiklad ultrazvukem, zménou pH, zménou teploty
nebo elektromagnetickym polem [4, 5]. Pro cilenou distribuci 1é¢iv se vyuzivaji interakce
s karboxylovymi nebo hydroxylovymi skupinami na fetézci HA. Dalsi zpisob je
zabudovavani 1é¢iv do micel, protoze micely jsou z biokompatibilnich a biodegradovatelnych
polymert [2]. Jsou dva zptusoby zabudovavani 1é¢iv do micel. Bud’ mize byt 1é¢ivo vazano
hydrofobné (rozpusténo v jadfe micely) nebo hydrofilné (chemicky pfimo navazano
na polymerni nosic).

HA ma 1 unikatni reologické vlastnosti, které zavisi na molekulové hmotnosti rozpusténé
HA a jeji koncentraci v roztoku. Nejvice studovanymi a vyuzivanymi vlastnostmi jsou tokové
vlastnosti. Dulezitymi parametry jsou vtomto ptipadé hodnoty limitnich viskozit
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a smykovych rychlosti [6, 7]. Roztoky dostate¢né dlouhych hyaluronanovych ftetézcl
0 molarni hmotnosti nad 10° MDa (Da je atomova hmotnostni jednotka, 1 Da = 1,66 - 10 9)
jiz pti nizkych koncentracich dosahuji velmi vysokych hodnot limitnich viskozit #g (limitni
viskozita pii nekonecné nizké smykové rychlosti). Z téchto hodnot vychazi viskoelastické
chovani roztokli HA v zivych organismech. Pfinizkych smykovych rychlostech se roztoky
chovaji jako newtonské kapaliny s vysokou hodnotou viskozity. S rostouci smykovou
rychlosti ale dochazi k poklesu viskozity aroztoky se chovaji pseudoplasticky, protoze
dochazi k rozplétani dlouhych feté¢zci HA vlivem orientovaného mechanického piisobeni. Pti
velmi vysokych smykovych rychlostech zacina roztok opét vykazovat newtonské chovani.
Roztoky hyaluronanovych fetézci s nizkou molekulovou hmotnosti se chovaji potad
newtonsky, protoze nejsou schopny tvotit shluky [6, 7].

2.1.4 Hyaluronanovy receptor CD44

Bunéény receptor CD44 muzZe interagovat s HA bud’ pifes karboxylové, nebo hydroxylové
skupiny. Je nejvice a nejlépe prostudovanym HA receptorem. Patii do skupiny glykoproteinti
ana hyaluronan reaguje velice citlivé. Je schopen vazat také fibronektin, laminin,
nebo kolagen [8].

Jednou z nejvyznamnéjsich oblasti, kde probiha vyzkum HA s receptorem CD44 je pti
1é¢bé rakoviny. Nadorové bunky vykazuji nadprodukci bunécnych receptorit CD44, které jsou
na HA citlivé a specificky s nim interaguji. HA byl nosi¢em latek (1é¢iv), které transportoval
k nddorovym bunkam s nadprodukci CD44 receptort. Pfi chemoterapii pro 1é€bu nadort
s CD44 receptorem byly pouzity protilatky anti-CD44. Vysledky testli dokazaly zpomaleni
nebo zastaveni choroby [8].

2.2 Albumin

Hovézi sérovy albumin (BSA) se fadi mezi proteiny krevni plazmy. Tvofi pfiblizné
52-60 % vSech plazmatickych bilkovin. Albumin je polypeptidovy protein, ktery je tvofeny
jedinym ftetézcem 585 aminokyselin, ktery je tvofen jednim polypeptidem o dobfe zndmé
sekvenci [9]. Koneénou podobou tohoto fetézce je stabilizace 17 disulfidickymi mustky mezi
molekulami cysteinu. Psobenim proteaz se dale $tépi. Jeho molekulova hmotnost je
66-67 kDa. Nepatii mezi glykoproteiny na rozdil od ostatnich plazmatickych proteind. Kromé
krve se vyskytuje také ve svalech nebo v télnich tekutinach, jako je tkanovy a mozkomisni
mok. V krvi se ho nachazi zhruba 42 % z celkového télniho albuminu [9, 10]. Albumin je
syntetizovan v jatrech (parenchymalnich bunkach jater) jako vétSina proteinti krevni plazmy,
protoze nemulze byt pfijiman pfimo z potravy. Pomahd udrZovat stalé¢ vnitini prostfedi
organismu. Jeho ulohou je udrzovani koloidniho osmotického tlaku v krvi ataktéz je
univerzalnim nosi¢em rozli¢nych biologicky aktivnich latek. I ptesto, ze jeho hlavni funkci je
transport metabolitl jako jsou Ziviny, hormony nebo mastné kyseliny, je schopen vazat
velkou fadu relativné nerozpustnych endogennich a exogennich ligandi [9]. Dale ma jeste
farmakokineticky vyznam, s jeho transportni funkci souvisi 1pfeprava Siroké Skaly lékt
krevnim fec¢istém (xenobiotika, antibiotika atd.) a dokaze ovliviiovat i uc¢innost 1€kt nebot’
zvysuje zdanlivou rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv v plazmé [9, 11]. Kromé rozpustnosti 1é¢iv
urCuje také biologickou dostupnost 1éki (absorpci 1€ki) diky vazebné afinité. Pokud je
vazebna afinita nizka, absorpce 1éCiva neni mozna. V piipadé zvySené vazebné afinity
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bioaktivnich latek na sérové albuminy, je mozna absorpce a distribuce 1€kt na rtizné tkane.
Pokud je ale vazebna afinita piili§ vysoka, absorpce 1€ku sice mozna je, ale jeho dodani na
pozadovanou tkan je omezené z divodu stability komplexu, ato nepfiznivé ovlivituje
farmakokinetiku 1é¢iva [9].

Albumin je vsoucasné dob¢ diky své schopnosti vazat na sebe latky nebo Iéky
aprepravovat je krevnim feciSt€ém, zkouman z pohledu nosiCovych systémt pii cilené
distribuci lé¢iv [11].

2.3 Interakce HA a BSA

Hyaluronan ahovézi sérovy albumin jsou schopny tvofit elektrostatické HA-BSA
komplexy zejména pii pH 4, protoze pti tomto pH jsou nejucinnéjsi, a to bez ohledu na délku
fetézce HA (velké oblasti od 10° do 10° g/mol). Elektrostatické komplexy s BSA jsou
schopny tvofit také kratké HA oligosacharidy. Na délce HA fetézce vSak do zna¢né miry
zavisi struktura komplexu. Kratké HA fetézce mizou tvofit s BSA komplexy kulovitého
tvaru, prficemZ molekula BSA je obklopena nékolika fragmenty HA. V tomto pfipadé jsou
kladné naboje neseny molekulou BSA. Dlouhé HA fetézce tvoii komplex s BSA tak, ze
molekula HA uvézni nékolik sférickych molekul BSA, je to z toho divodu, Ze molekula HA
je kompaktn&jsi kdyz se spoji s proteiny, nez kdyz jde o volnou molekulu HA. Pokud jde
o stiedni délku HA fetézct, komplex se tvoii spojenim jedné molekuly HA s jednou
molekulou BSA. Z toho se da usoudit, ze délka fetézce HA muze fidit pfistup na povrch
proteint a v ptipad¢, Ze protein je enzymem, tak mize fidit i enzymovou aktivitu [12].

&
@@@é

HA HA native HA
2400 g.mol” 14600 g.mol’ 10° g.mol

Obr. 2: Modely pro rizné typy komplexii vytvorenych mezi HA a BSA v zavislosti na délce
retezce HA; jedna molekula BSA obklopena nékolika fragmenty HA pri malé délce HA retézce;
jedna molekula HA vezni nékolik molekul BSA pri velké délce HA retézce; jedna molekula BSA je
obklopena jednim fragmentem HA pri stiedni délce HA retezce.

Na délce HA fetézce také zavisi povaha HA-proteinovych komplexti. Napiiklad
rozpustnost HA-proteinovych komplexii zavisi na velikosti HA, pficemzZ slabsi a lépe
rozpustné komplexy se tvofi s kratSimi fetézci HA. Rozpustnosti atvorbou HA-BSA
komplexti se zabyvali inékteré studie. Tyto studie byly vykonany pii danych
experimentalnich podminkach, zejména byly zaméfeny na pH a koncentraci HA a BSA,
pticemz §lo o pH 4, koncentraci HA 0,2 g/l a BSA 1 g/l. Ty samé experimenty byly vykonany
i s nativnim HA, to je s molekulovou hmotnosti kolem 108 g/mol, a taktéZ ukazaly, Ze povaha
HA-BSA komplexi zavisi od koncentrace HA a BSA a/nebo pH. Napiiklad rozpustné
komplexy mohou existovat i pti pH vétsSim nez 4, ale nerozpustné ne. Dalsim klicovym
parametrem pro tvorbu HA-BSA komplexi byla iontova sila. Pfi zvySujici se iontové sile
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dochdzi k zeslabeni elektrostatické interakce mezi HA a BSA. AvSak ve fyziologickém
prostiedi byly komplexy vyznacovany iontovou pevnosti [12, 13].

Dalsi studie byla zaméfena na stechiometrii. Slo o zji§téni poméru disacharidd hyaluronanu
na molekulu BSA pfi pouzitych experimentalnich podminkach. Tyto podminky byly opét
pH 4 a koncentrace HA 0,2 g/l a BSA 1 g/l. Bylo zjisténo, ze rovnost kladnych a zapornych
nabojii nastava pii stechiometrii, kdy je na molekulu BSA potieba 44 HA disacharidu.
Stechiometrie vSak zlstava konstantni bez ohledu na délku HA fetézci [12].

2.4 Povrchové napéti a metody méreni povrchového napéti

Povrchové napéti je  efekt, pifi  kterém se povrch kapalin chova elasticky a snazi
se dosahnout stavu minimalni energie. To znamena, ze se kapalina snazi pfi daném objemu
stahnout sviij povrch tak, aby mél co nejmensi plochu [14].

Pro méfeni povrchového napéti se pouziva vice metod. Daji se rozdélit do tiech zakladnich
skupin: statické, semistatické a dynamické metody. Metody jsou vhodné ipro méteni
mezifazového napéti [14].

2.4.1 Statické metody

Statické metody jsou zalozeny na sledovani ustadleného rovnovazného stavu sledovaného
systému. Tyto metody umoziuji ziskat skute¢né rovnovazné hodnoty povrchového napéti. To
je dilezité zejména pii studiu roztokt. Na fazovych rozhranich je jina koncentrace nez
v objemu a dochazi tu k orientacim molekul v prostoru. Tato metoda neni vhodna pro rychle
se obnovujici povrchy, protoze oba tyto d&je vyzaduji urcitou dobu k ustaveni rovnovahy.
Mezi statické metody patii naptiklad metoda kapilarni elevace, sledovani tvaru kapek a bublin
Vv gravita¢nim poli nebo metoda vytahovani desticky [14].

24.1.1 Metoda kapildrni elevace

Tato metoda je zalozena na méfeni vysky vzestupu kapaliny h ve vertikalni kapilafe. Plati
vztah:

h-o-a-r
B 2/;03 0 (1)
p je hustota kapaliny (hustotu plynu se zanedbava), g je gravitacni zrychleni, r je polomér
kapilary, @ je smaceci tihel. NejCastéji se pouzivaji sklenéné tenké kapilary, které musi byt
dokonale ¢isté a musi byt dokonale smaceny métfenou kapalinou. Po celé délce by kapilara
méla mit stejny pramér [14].

/4

Obr. 3: Kapilarni tenziometr s visici hladinou.
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2.4.1.2 Metody zaloZené na sledovani tvaru kapek a bublin

Touto metodou se povrchové nebo mezifazové napéti zjisStuje pozorovanim
a porovnavanim parametrti profili visicich nebo ptisedlych kapek (bublin) s teoretickym
tvarem ziskanym numerickou integraci Laplaceovy rovnice. Obraz kapky je pozorovan
mikroskopem, sniman kamerou a zpracovavan pocitatem. Metoda je absolutni a skute¢né
statickd. Umoznuje piesné méfeni velmi nizkych i vysokych povrchovych napéti [14].

2.4.1.3 Wilhelmyho metoda vyvaZovani desticky

pﬂ—p“=y-(i+ij )
Rl RZ
kde Ry a R, jsou poloméary kfivosti, p” je konkavni tlak a p® je tlak konvexni.

Celkova hmotnost vzlinajici kapaliny pfipadajici na jednotku obvodu desti¢ky pak nezavisi
na tvaru menisku apti nulovém uhlu smaceni je rovna povrchovému napéti. Pro silu F
(obvykle se méfi pti takové poloze desticky, kdy jeji dolni hrana je ptfesné ve vysi hladiny
kapaliny), kterou je nutno vynalozit pro vyvazeni desti¢ky o Sifce d a tloustce t (t < d), plati
vztah [14]:

F=2-(d+t)y=2dy 3)

2.4.1.4 Semistatické metody

Tyto metody jsou zaloZené na dosazeni rovnovazného stavu soustavy podobné jako statické
metody. V tomto pfipadé je vSak problém, ze rovnovaha je nestabilni, proto je nutné zvolit
optimalni ¢as k pfiblizeni k rovnovaznému stavu. Mezi tyto metody se fadi napiiklad metoda
odtrhovani krouzku, metoda maximalniho pietlaku v bubliné nebo stalagmometricka
metoda [14].

2.4.1.5 Metoda odtrhovani krouZku (Du Noiiy)

Metoda krouzku Du Noily byla historicky prvni vyvinutou metodou. Je pojmenovana
po objeviteli Pierru Lecomte du Noiiy (francouzsky biofyzik a filozof). Pfi této metodé se
zkoumaji povrchové a mezifazové vlastnosti kapalin. Mé&fi se sila F potfebna k odtrzeni
platinovo-iridiového krouzku z fazového rozhrani. (Krouzek je vyroben ze slitiny, jejiz
slozeni je cca z90 % Pt a 10 % Ir.) Tento krouzek se vyuziva z divodu vysoké odolnosti
a nereaktivity téméf viucéi vSem chemickym latkam. Musi byt dobfe smacen kapalinou, tedy
kontaktni thel by mél byt roven nule, pak plati vztah:

_ F
"y, ! Q

p

F je sila potfebna k odtrzeni krouzku, r, je polomér krouzku, ¢ je korekce na kapalinu,

ktera ulpi na krouzku. Pokud b&hem experimentu nedochéazi k odtrzeni krouzku, da se tato
metoda povazovat za statickou (podobné jako Wilhelmyho metoda) [15].
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Obr. 4: Schéma pribéhu experimentu metodou odtrhovani krouzku.
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Obr. 5: Schematicky diagram metody Du Notiy.

Prabéh méteni metodou Du Noiiy je nésledujici:

1.
2.

Krouzek je nad povrchem kapaliny a zbytek je nastaven na nulu.

Krouzek se dotkne povrchu kapaliny a dostdva se do styku s n€kterymi pozitivnimi
silami.

Kdyz je krouzek tlacen skrz povrch do kapaliny, na krouZek se aplikuji negativni sily.

Dochazi k smaceni svislych podpér krouzku, takZe nékteré pozitivni sily zistanou.
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5. Krouzek se pomalu za¢ne vytahovat z kapaliny. Sila za¢ne stoupat, kdyz se horni
plocha krouzku dotyka povrchu kapaliny. Je to proto, ze povrchové napéti kapaliny
se snazi zabranit pronikani krouzku z povrchu kapaliny.

6. Dochézi k vytahovani krouzku nahoru, dokud neni kapalina pfipojena ke krouzku
a dosazeno maximalni sily.

7. Sila pottebna k vytazeni krouzku z kapaliny je imérna povrchovému napéti kapaliny.

Cim v&tsi sila je potiebna, tim vétsi je povrchové napéti. [15]

2.4.1.6 Metoda maximalniho pietlaku v bubliné

Ve studovaném roztoku se za pietlaku p na konci kapilary, ponotfené pod hladinou, vytvari
bublina plynu (nejcastéji vzduch). S ristem bubliny se zmensuje polomér jejiho zakfiveni.
Pretlak v bubliné¢ je roven souctu hydrostatického tlaku a tlaku potiebného k prekonani
povrchového napéti y . Plati vztah:

2
p=h-p-g+ (5)

kde p je tlak, h je hloubka ponofeni kapilary, g je gravita¢ni zrychleni, y je povrchové napéti
ar je polomér bubliny, respektive kapilary. V okamziku, kdy bublina dosahne polokulovitého
tvaru, je r minimalni aje rovno poloméru kapilary. Tlak v bubliné v tomto okamziku
dosahuje maximalni hodnoty. Pfi dal$im zvétseni tlaku polomér bubliny prudce roste, bublina
se stava nestabilni a odtrhne se [14].

TETIN

Pressure
hemisphere —

max. Pressure

|
|
|
|
| .
ime
!
1

Yy 1y

Schéma tvorby bubliny se zménou tiaku v kapilare

Obr. 6:Schéma tvorby bubliny se zménou tlaku v kapildre.

2.4.2 Dynamické metody

Tyto metody se vyuZzivaji pro studium vyrazné nerovnovaznych stavli povrchovych vrstev
kapalin a rychlosti ustavovani rovnovazné struktury jejich povrchu. Do této skupiny metod
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patii naptiklad metoda oscilujiciho paprsku. Proud kapaliny je vypoustén z eliptického valce
do vzduchu nebo druhé kapaliny. Piisobenim povrchovych sil se snazi dodat paprsku tvar
valce skruhovym prifezem. Metoda nachdzi uplatnéni pii meéfeni rychlych zmén
povrchového napéti [14].

Podle vySe uvedeného déleni patfi metoda maximalniho pietlaku v bubliné mezi
semistatické metody, avSak za urcitych podminek muze byt i metodou dynamickou. Témi
podminkami jsou:

1. Molekuly rozpusténé latky jsou rozmistény v objemu roztoku.

2. Molekuly se mohou dostat na nové vznikajici povrch pfi tvorbé bubliny. Pokud se ale

bubliny tvoii dostate¢né rychle, cely povrch se nestihne nasytit [14].

2.5 Reologie

Reologie byla zalozena Eugenem C.Binghamem a Markusem Reinerem v roce 1929.
Reologie se zabyva deformacemi materiali vlivem vnéjSich sil a tokovymi vlastnostmi.
ZjednoduSen¢ feCeno, reologie je nauka o toku. Tok mlzeme povaZovat za zvlaStni druh
deformace, vedle deformace eclastické a plastické, ktery je dobfe pozorovatelny zejména
U kapalin. Tok oznacCujeme také pojmem visk6ézni deformace. Plsobenim vnéjsi sily se
deformace stale zvétSuje, pricemz rychlost zvétSovani této deformace je umérna pusobici sile.
Ptedstava toku kapaliny jako pohybu po sobé se posouvajicich myslenych vrstev hmoty se
vyjadiuje newtonskym viskozitnim zakonem:

-
n=~< (6)
7/!
_F
T—; (7)
T=77~D1 (8)

(t je te¢né napéti [N'-m™ = kg'm™-s? = Pa], F je sila vyvolavajici deformaci, A je plocha, ;;je
relativni deformace, D je smykova rychlost, # je dynamicka viskozita [Pa-s]) [16].
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Obr. 7: Model s posuvnymi deskami.

2.5.1 Newtonské kapaliny

Pro tyto kapaliny plati klasicky vyse uvedeny Newtonlv zdkon. Pfevazné to jsou roztoky
nizkomolekularnich latek a Cisté kapaliny, protoze pii deformaci se jejich molekuly v roztoku
vzajemné¢ neovliviiuji, dochdzi jenom k zanedbatelnym interakcim mezi Casticemi.
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Se zvysujicim se tecnym napétim se neméni viskozita a tecné napéti je linedrné zavislé na
smykové rychlosti. Na nasledujicim obrazku jsou znazornény tokova (vlevo) a viskozitni
(vpravo) kiivka newtonské kapaliny (jde o zavislost te¢ného napéti/viskozity na smykové
rychlosti) [17, 18].

D

Obr. 8: a) zavislost tecného napéti na smykové rychlosti b) zavislost viskozity na smykové
rychlosti.

2.5.2 Nenewtonské kapaliny

Tyto kapaliny se nefidi vySe uvedenym Newtonovym zdkonem viskozity. Patii sem
disperzni soustavy koloidni i heterogenni, to znamena polymerni roztoky, soli, suspenze,
pasty apod. Nelze pro né€ stanovit jedinou hodnotu viskozity, kterd by byla konstantni v celém
oboru moznych hodnot tecného napéti a diky této nekonstantni viskozité ziskavaji specifické
mechanické vlastnosti. Nenewtonovské kapaliny se déli na pseudoplastické kapaliny,
dilatantni kapaliny a plastické kapaliny [16].

K pseudoplastickym kapalinam patii napiiklad natérové hmoty. Tyto kapaliny prakticky
okamzit€ snizuji svou viskozitu pii zvySujici se smykové rychlosti, na rozdil od plastickych
kapalin [18].

K dilatantnim kapalindm patfi napiiklad vysoce koncentrovana Skrobovéa suspenze. Tyto
kapaliny zvySuji svou viskozitu pfi zvysujici se smykové rychlosti [18].

U plastickych kapalin dochazi k toku aZz po piekroceni urcitého prahového smykového
napéti, tzv. meze toku (kluzu). Do této skupiny kapalin patfi Binghamské kapaliny.
Jsou to kapaliny s elastickou slozkou deformace. Pod hodnotou meze toku midzou mit
i elastickou slozku deformace. Patii k nim naptiklad kaSovité suspenze typu kiida

nebo vapno, které jsou rozptylené v n¢jakém médiu nebo v disperznim prostiedi
(voda atd.) [18].
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Obr. 9: a) Dilatantni b) Newtonska c) Pseudoplasticka d) Plasticka (Bingham)
e) Plasticka.

2.5.3 Tixotropie a reopexie

Tixotropie a reopexie patii k dalsim projevim tokového chovani nenewtonskych kapalin.
Ke zmé&nam vnitini struktury dochazi vlivem ¢asového puisobeni deformace. To ma dopad i na
makroskopické chovani tekutiny. U tixotropnich klesd viskozita s dobou pulsobeni
mechanického zatizeni. Patii sem napiiklad natérové hmoty, laky, které se po delsim ptsobeni
Stétce sndze roztiraji a po skonceni roztirani nestékaji. U reopexnich roste viskozita s dobou
pusobeni napéti. Brani tak dalSim deformacim. Ptikladem reopexni latky je vysoce
koncentrovana vodni suspenze Skrobu [18].

2.5.4 Oscilacni testy

Oscilaéni testy se pouzivaji pro zkoumani vSech druhl viskoelastickych materialu,
od nizko-viskdznich kapalin po polymerni roztoky a taveniny, disperze (tj. suspenze, emulze
a pény), pasty, gely, elastomery, a dokonce ituhé pevné latky. Tento zpusob testovani se
zafazuje mezi dynamické mechanické analyzy [19].

Zakladni principy oscilacnich testi jsou popisovany na modelu dvou desek. Tlacna ty¢ je
excentricky pfipojena jednim koncem k pohybujicimu se kolu a druhy konec je pfipevnén
K horni oscilujici desce. Spodni deska je stacionarni. Vzdalenost mezi deskami uréuje mezera
stiihu. Pokud se kolo otaci, horni deska osciluje dopiedu a dozadu a jeji pohyb zpisobuje
sttthani vzorku, ktery je umistén mezi dvéma deskami. Podminkou je, aby se vzorek
deformoval homogenné v celém smykovém rozsahu anevytvafel Z4dné nehomogenni
plastické deformace. Druhou podminkou je, aby vzorek pfilnul k obéma deskam
bez jakychkoliv protiskluzovych ucinkii. Vzorek muze vykazovat elastické, viskoézni nebo
viskoelastické chovani. Sledovanymi veli¢inami jsou v tomto piipadé komplexni modul,
ztratovy uhel, elasticky modul a visk6zni modul. Komplexni modul G™ [Pa] podava informace
0 celkové rezistenci nebo mechanické odolnosti toho vzorku a vypocte se dle vztahu:

G =G +iG" (9)
G’ je pamétovy (elasticky) modul, udava se v Pa asouvisi se schopnosti télesa (vzorku)
uchovat elastickou energii, G"" je viskozni (ztratovy) modul, udava se také v Pa a souvisi
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s nevratnou zménou deformacni energie. Z té€chto veliin pak ziskdvame ztratovy thel, ktery
vyjadiuje pomér mezi pameétovym a viskoznim modulem dle vztahu:
G 14
tand = — 1
S (10)

!

Z velikosti ztratového uhlu se da usuzovat charakter chovani zkoumaného vzorku. Pokud je
6 =45° (tedy tan 6 = 1) vzorek vykazuje viskoelastické chovani, v piipadé, ze & > 45° (tedy
tan 6 > 1) vzorek vykazuje viskozni chovani a v pfipad¢, ze 6 < 45° (tedy tan § < 1) se vzorek
chova elasticky [19].

Elastic solid

Strain %

Swuress

Stress = > g
Viscous fluid ) 0
Strain k=7 N
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Strain '-Q\_//\ =
i \/

Obr. 10: Chovani materidlu pri oscilacnich testech.

2.6 Povrchova reologie

Metoda, ktera zkouma déje (deformace), které probihaji na fazovych rozhranich dvou riznych
prostfedi. Nejcastéji jde o mezifdzové rozhrani zkoumana kapalina/vzduch, ale muze byt
I rozhrani dvou nemisitelnych kapalin. Tyto mezifazové techniky jsou rozd€leny na pifimé
a nepiimé. Principem nepiimych metod je analyza obrazu sledovanych ¢astic, které se nachazi
Vtom povrchu, zatimco pifimé metody jsou zalozeny pifimo na meéfeni posunu,
nebo krouticiho momentu sondy, ktera je umisténa v daném rozhrani [20].

Jelikoz jde o velmi tizké rozhrani dvou tekutin (cca 1 mm), je potieba pouziti velice citlivé
geometrie ataké pristroje, ktery je schopen zaznamenat nizké tofivé momenty. | v tomto
piipadé je pouzivana geometrie Du Noiiy. Jedna se o velmi citlivou geometrii, ktera je
schopna dostatecné piesné odecitat viskozity povrchu. Jde o platinovo-iridiovy krouzek,
ktery je vysoce odolny a nereaktivni téméi vici vSem chemickym latkam. Pied kazdym
pouzitim je potfeba krouzek smocit v zfedéné kyseliné chlorovodikové a nasledné
vyzihat plamenem plynového kahanu, z dtivodu odstranéni nezadoucich necistot [21].

Povrchova reologie se vyuziva v Siroké Skale technickych aplikaci, zejména u koloidnich
systémt jako jsou pény nebo emulze. Chovani mezifazového toku téchto systému je fizeno
pfitomnosti povrchové aktivnich latek, proteind, lipidl, makromolekul a ¢astic v mezifazové
vrstveé, které se tvoii v dusledku adsorpce aktivnich latek v mezifazové vrstvé poptipadé
tvorbou nerozpustnych amfifilnich latek. Prekvapivé ale je, ze ivzhledem K riznorodosti
vyuZiti povrchové reologie je stale malo vyvinutd v porovnani s jinymi reologickymi
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metodami. Nedostatecnd vyvinutost této meéfici techniky muze byt zplsobena zejména
obtiznou reprodukovatelnosti namétenych dat [20].

2.7 Turbidimetrie

Turbidimetrie je optickd metoda, ktera se zabyva méfenim zakalu (turbidity). NejcCastéji se
méti kapalné roztoky, které jsou davkovany do kyvet. Pii turbidimetrickém méfeni se sleduje
pokles intenzity zareni, které dopadd na detektor v poméru se zarenim, které vychazi ze
zdroje. Je to z toho duvodu, ze Cast zafeni, které dopada na vzorek, je vzorkem absorbovano,
Cast zafeni se rozptyli do sméri odliSnych od osy zafeni a Cast zéafeni prochazi vzorkem
a dopada na detektor, pficemz ale turbidita neni projevem absorbance, ale pravé odrazem,
lomem a difrakci svétla na Casticich vzorku. Méfeni se provadi na béznych laboratornich
spektrometrech [22].

nefelometrie

]

= o

.
|~

turbidimetrie

vzorek

Obr. 11: Turbidimetrické méreni. Zdroj svétla prochazi z levé strany na pravou stranu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

K vyzkumu byla pouzita kyselina hyaluronové, vyrobena firmou Contipro Group s.r.o.,
Dolni Dobrou¢, Ceska republika. P¥i praci byly pouzity vzorky molekulovych hmotnosti
90-130 kDa a1500-1750 kDa. Molekulové hmotnosti byly garantovany piimo firmou
Contipro Group s.r.o. Dale byla k ptipravé roztoka kyseliny hyaluronové a albuminu pouzita
voda MILI-Q pfipravena V laboratofi Fakulty chemické VUT v Brné. Pro pfipravu roztoku
albuminu byl pouzit hovézi sérovy albumin od firmy Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko.
K vyzkumu byly pouzity tlumivé roztoky (pufry). Pufry byly pfipravovany z Kyseliny
citronové, hydrogenfosfore¢nanu disodného a MILI-Q vody.

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Priprava roztokiu

Vsechny potfebné roztoky byly pfipravovany v MILI-Q vodé. Pro pufr se pouzily roztoky
kyseliny citronové a hydrogenfosfore¢nanu disodného. Po promichani byly roztoky dale
pouzity pro ptipravu citratovo-fosfatového pufru o pH ptiblizné€ 4, tento pufr byl oznacen jako
surovy pufr. Roztoky kyseliny citronové a hydrogenfosfore¢nanu disodného byly
pfipravovany stejnym zpisobem. Nejdiiv byla navdzena potifebnéd navazka kyseliny citronové
nebo hydrogenfosforeénanu disodného na analytickych vahach. Pak byly tyto navazky
kvantitativné pievedeny do odmérnych banék. Roztoky byly ponechany na magnetické
michacce po dobu jedné hodiny. Vysledna koncentrace roztoku kyseliny citronové byla 0,1 M
a hydrogenfosfore¢nanu disodného 0,2 M.

Pted ptipravou pufru byl pH-metr nakalibrovan dle navodu vyrobce. Pro kalibraci byly
pouzity standardni kalibra¢ni pufry od firmy Mettler Toledo o pH 2,00; 4,01 a 7,00. Samotny
pufr se pfipravoval postupnym piiddvanim hydrogenfosfore¢nanu disodného do urcitého
objemu kyseliny citronové za stalého michani a stdlého sledovani pH pfistrojem
Mettler Toledo. Hodnota pH byla sledovana do ustaleni (pfiblizné 2 minuty). Ze surového
pufru pak byl jesté pfipraven pufr v poméru 1:1 s MILI-Q vodou, ktery byl pak nasledné
pouzivan pro fedéni vzorkli na méfeni.

Zasobni roztoky kyseliny hyaluronové a albuminu byly pfipravovany nasledujicim
zpiisobem. Nejdiiv byla navaZzena navazka pottebného biopolymeru na analytickych vahach.
Poté byla navazka postupné po ¢astech piidavana do ur¢eného mnozstvi MILI-Q vody. Tento
proces probihal tak, Zze do zasobni lahve byla vzdy napipetovana cast MILI-Q vody,
a nasledn¢ byla pfisypana ¢ast biopolymeru. Roztoky byly michany na magnetické michacce.
Timto zpisobem aplikace bylo zajisténo prevrstveni toho biopolymeru a tim i rovhomérné;jsi
rozlozeni po celém objemu michaného roztoku. Vrstveni roztoku se provadélo i1z divodu
Po pfidani vesSkeré navazky biopolymeru do roztoku byla vazenka opét zvazena na
analytickych vahach. Timto zptisobem bylo zjisténo, Kolik biopolymeru ulpélo na sténach
vazenky. Pro zajiSténi dostate¢né homogenity roztoki, byly roztoky ponechany na
magnetické micha¢ce do dal$iho dne (pfiblizné 24 hodin) pfi laboratorni teploté. Po ukonceni
michani byly roztoky uchovéavany v ledni¢ce, aby nedochazelo k degradacnim procesum.
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Rozdil v pfipravé hyaluronanu a albuminu spocival jenom Vv tom, Ze hyaluronan bylo tfeba
pted piipravou roztoki vysusit v susarné po dobu 30 minut pti 90 °C kvuli snizeni obsahu
vody. Potfebna koncentrace pfipravovanych zasobnich roztokil kyseliny hyaluronové byla
8 g/l a4 g/l potiebna koncentrace pfipravovanych zasobnich roztokd albuminu byla 20 g/l
a40g/l.

Roztoky hyaluronanu a albuminu byly dale nafedény v poméru 1:1 surovym pufrem,
aby byla upravena jejich koncentrace na polovi¢ni hodnotu. Tyto roztoky byly dale pouzivany
pro piipravu vyslednych roztokt s vyslednymi koncentracemi. Vysledné roztoky byly posléze
ptfipravovany tak, ze roztoky HA nebo BSA 0 poloviéni koncentraci byly nafedény pufrem
1:1 podle potfebné vysledné koncentrace.

Tab. 1: Vysledné koncentrace vsech roztokii.

Konstantni koncentrace HA Konstantni koncentrace BSA
[19/] [5 g1
10 2
< <
(£ 5 I 1
2 5]
g 8 0.5
g3 . e 0.2
8 0,75 & 0,1
S 05 <
0,25

Stejné koncentrace byly ptipravovany pro obé molekulové hmotnosti HA.
3.2.2 Reologické méreni

Reometrické méfeni povrchové reologie a povrchového napéti bylo vyuzito ke studiu
vyskytu a charakteristiky interakci mezi hyaluronanem a hovézim sérovym albuminem. Pro
méfeni povrchovych reologickych vlastnosti byla pouzita citlivda geometrie Du-Noiiy, tedy
platinovo-iridiovy krouzek. Vzorky byly opét ponechany k vytemperovani pii laboratorni
teploté alespont hodinu pfed méfenim V laboratofi. Mezi€asem byl pfistroj nakalibrovan
a pripraven na meétfeni. To znamend, Ze byla nastavena nulova poloha pomoci specialniho
nastavce pfipojeného na méfici geometrii do mista, kam se umistuje Pt-Ir krouzek. Po
nastaveni nulové polohy byl specidlni nastavec vyménén za krouzek Du-Noily. Poté byla na
desku reometru umisténa nddobka se vzorkem. Méfici poloha krouzku byla manudlné
nastavena tak, aby byl krouZek umistén do povrchové vrstvy zkoumaného vzorku. Aby bylo
zabranéno odpafovani zkoumaného roztoku byla do méficiho prostoru reometru vlozena
nadobka s pufrem a cely méfici prostor byl zakryt plastovym krytem. Po ukonéeni kazdého
méteni byl krouzek Du-Noiiy vy¢istén v 6 % roztoku kyseliny chlorovodikové a nasledné pak
vyzihan plamenem plynového kahanu. Kazdy vzorek byl davkovan do nové Cisté sklenéné
nadobky.

Ke studiu povrchovych vlastnosti byly pouzity oscilacni testy. Pii oscilacnich testech
dochdzi k tomu, Ze se méfici geometrie vychyluje z po€atecni polohy stiidavé na jednu
a na druhou stranu. Ke studiu byly pouzity ¢asové oscilacni testy tzv. Oscillating Time Sweep
test a frekvencni oscilacni testy tzv. Fregency Sweep test. Samotné méfeni probihalo tak,
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ze nejdiiv bylo tieba vzorek nechat 2 minuty vytemperovat na 25 °C v kroku, ktery se nazyval
Conditioning. Pak byly provadény dva ¢asové oscilacni testy. Prvni oscila¢ni test probihal po
dobu 15 minut a méfici geometrie se vychylovala s konstantni thlovou rychlosti 1 rad/s,
velikost vychylky byla 0,5 %. Druhy oscilaéni test probihal opét po dobu 15 minut s velikosti
vychylky 0,5 %, ale méfici geometrie se vychylovala s konstantni rychlosti 0,1 rad/s.
Po ukonceni ¢asovych oscilacnich testli nasledoval opét krok zvany Conditioning o délce
5 minut. Tento krok se vkladal mezi ¢asové a frekvencni testy z divodu relaxace vzorku, aby
vzorek uz nebyl zatizen mechanickym zatizenim pifi Casovych oscilacnich testech.
Po relaxa¢nim kroku nésledoval frekvencni test, pti kterém méfici geometrie oscilovala opét
s velikosti vychylky 0,5 % artznou rychlosti v intervalu 10-0,05rad/s. Po skonéeni
frekvenéniho testu byla geometrie ociSténa v roztoku 6 % kyseliny chlorovodikové.
Po vycisténi geometrie byl udé€lan jeste jeden frekvencni test se stejnym vzorkem. Rozdil byl
jenom v tom, ze relaxacéni krok pted frekvenénim testem byl nastaven na 15 minut.

Tab. 2: Prehled parametrii pro méreni povrchové reologie.

1. méreni

cas uhlova rychlost velikost vychylky
[min] o [rad/s] [20]
Conditioning 1 2 - -
Time sweep step 1 15 1 0,5
Time sweep step 2 15 0,1 0,5
Conditioning 2 5 - -
Frequency sweep step - 10 - 0,05 0,5
2. méreni
Conditioning 15 - -
Frequency sweep step - 10 - 0,05 0,5

| navzdory velké ¢asové naro¢nosti byly tyto testy provedeny se vSemi roztoky.

Obr. 12:Mérici systém pro povrchovou reologii.
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3.2.3 Méreni tenziometrie metodou Du Noiiy

Tenziometrické méfeni povrchového napéti bylo vyuzito ke studiu vyskytu
a charakteristiky interakci mezi hyaluronanem a hovézim sérovym albuminem. Pro méfeni
povrchovych vlastnosti byla pouzita stejna geometrie, Du-Noiiy. Toto méfeni bylo provadéno
podobné¢ jako reologické méfeni, ale hlavnim rozdilem mezi témito metodami byl smér
pohybu platinovo-iridiového krouzku Du-Noiiy. Pfi reologickém méfeni se krouzek
pohyboval do stran a pfi tenziometrickém méfeni ve sméru kolmém k povrchu. Dalsi rozdil je
V tom, Ze pfi tenzometrickém méteni se sleduje sila, se kterou se musi krouzek oscilovat.

Vzorky byly opét ponechdny k vytemperovani pii laboratorni teploté¢ alesponn hodinu
pired méfenim v laboratofi. MeziCasem byl pfistroj nakalibrovan a pfipraven na méfeni.
Kalibrace vah byla provedena zavazim o pfesné hmotnosti. Poté se zacalo s vlastnim
méienim. Na méfeni bylo davkovano cca 15 ml vzorku. Parametry pro méfeni byly nastaveny
na 15 minut nebo alesponn 20 bodi. Po ukonceni kazdého meéfeni byl krouzek Du-Noiy
vyCistén ponofenim do 6% roztoku kyseliny chlorovodikové anasledné pak vyZzihan
plamenem plynového kahanu. Kazdy vzorek byl davkovan do nové Cisté sklenéné nadobky.

3.2.4 Méreni tenziometrie metodou maximalniho pietlaku v bubliné

Jesté pred zacatkem méteni bylo tieba nechat roztoky vytemperovat na laboratorni teplotu
a provést autokalibraci pfistroje, aby se zjistilo, zda pfistroj ikapilara dobie funguji.
Autokalibrace pfistroje byla provadéna s destilovanou vodou. Zakladni technické parametry
pro tenzimetr BPA-800P jsou:

Tab. 3: Zdakladni technické parametry pro tenziometr BPA-800P.

Rozsah povrchového napéti 10 — 100 mN/m
Presnost stanoveni + 0,1 mN/m
Citlivost + 0,25 mN/m
Meéfitelné casové rozmezi 10ms—10s
Teplotni rozmezi 0-90°C

Povrchové napéti bylo méfeno metodou maximalniho ptetlaku v bublin€, to znamena, ze
byl méfen pretlak p na konci kapildry, ktera byla ponofena pod hladinu roztoku, ve kterém
se vytvartely bubliny plynu (vzduchu). Maximalniho ptetlaku v bubliné¢ bylo dosazeno, kdyz
byl polomé&r bubliny rovny poloméru kapilary. Povrchové napéti je pfistrojem automaticky
vypocitano podle vztahu:

P

y="f (11)

pficemz y je povrchové napéti, r je polomér bubliny, P je ptislusny tlak a f je korekéni faktor
pro kapilary o poloméru mensim nez 0,1 mm. Ptislusny tlak odpovida vztahu:

P=F-F, - F (12)

kde Ps je nejvyssi naméfeny tlak v bubling, Py je hydrostaticky tlak a Pp je tlak odporu
vzduchu. Tyto tenziometry jsou pii méfeni povrchového napéti schopny zohlediovat
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I viskozitu roztoka a hydrostaticky tlak. V laboratorni praxi jsou hojné vyuzivany zejména
diky jejich prostorové nenaro¢nosti a diky tomu, Ze jsou jednoduché na pouzivani [23].

Samotné méfeni bylo provadéno standardni metodou, to znamena, ze Cas potiebny pro
tvorbu bubliny (respektive pratok vzduchu) se ménil od 10 ms do pfiblizné 10 s. Pfiblizna
doba experimentu byla 20 minut. Doba experimentu zéavisela na viskozité roztokd,
pii viskézné€jSich roztocich byla doba experimentu o néco delsi.

Obr. 13: Merici systéem pro tenziometrické mereni maximdlniho pretlaku v bubline.

3.25 Turbidimetrické a UV-VIS méreni

Turbidimetrické méteni bylo provedeno na spektrofotometru HITACHI a Varian Cary 50,
kde byl sledovan zakal daného roztoku. Na pfistroji HITACHI byla méfena koncentra¢ni fada
albuminu. Koncentra¢ni fada hyaluronanu byla métena na ptistroji Varian Cary 50 z divodu
poruchy lampy na pftistroji HITACHI. M¢filo se v kiemennych kyvetach v rozmezi vinovych
délek 700-250 nm, opticka délka kyvety byla 1cm arychlost scanu byla zvolena na
300 nm/min. Detektorem pak bylo detekovano zatfeni prochazejici vzorkem, které se
porovnavalo se zafenim vychéazejicim ze zdroje. JeSté predtim, neZ mohlo probihat méfeni,
bylo tfeba vSechny roztoky odstfedit. Roztoky byly odstied’ovany po dobu 30 minut rychlosti
4 000 ot./min z divodu usazeni pevného podilu. Kromé pouzivanych roztokd pro vSechny
ostatni méfeni bylo tfeba pfipravit roztoky pro solubilizaci, a to tak, Ze do malych vialek bylo
napipetovano 200 - 400 pul Sudanu Il v acetonu. Aceton byl nésledné odpaten v digestofi,
tim bylo dosazeno 2 mM koncentrace Sudanu IIl. Nasledné¢ bylo do téchto vialek
napipetovdno 5 ml roztokli vzorkli a vialky byly do dal§iho dne ponechidny na tiepacce
pfi laboratorni teploté. Nejprve byla zméfena zakladni Cara tzv. ,,baseline” na vzorku pufru,
ve kterém byly pfipraveny vzorky. Posléze byla zméfena absorbance vSech vzorkd (téch
puvodnich itéch se Sudanem III). Pro vyhodnoceni turbidity byly pouzity hodnoty
absorbance pii vinové délce 400 nm, pti které BSA neabsorbuje.
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Obr. 14: Fotografie koncentracni rady HA vzorkii se Sudanem |11 po odstredeéni.

3.3 Vyhodnoceni namérenych dat

3.3.1 Vyhodnoceni reologie

Pro vyhodnoceni namétenych hodnot jednotlivych roztokii koncentra¢ni fady albuminu
I koncentra¢ni fady hyaluronanu byly pouzity programy TA Data Analysis od firmy
TA Instruments a MS Excel. Pii vyhodnocovani ¢asovych oscilacnich testli byla sledovana
zavislost komplexniho modulu |G*| nebo ztratového thlu 6 na case. Z poslednich
cca 20 hodnot (hodnot, které se daly povazovat za ustdlené) byl zhotoven pramér a byl
vypocitan variacni koeficient a smérodatnd odchylka pro ziskdni rovnovazné hodnoty
komplexniho modulu a ztratového thlu. Casova hodnota byla extrapolovana na nekoneéno.
Pfi frekvencnich oscilaénich testech byl zhotoven primér obou méfeni a az tyto praimérné
hodnoty byly vynaSeny do grafli. V programu TA Data Analysis bylo pomoci funkce QC
(Quality Control) ovétovano o kolik procent se tyto dvé meéfeni od sebe odliSuji. Bylo
zjisténo, Ze n€které mefeni se od sebe odlisuji i 0 30 % a vice.

3.3.2 Vyhodnoceni tenziometrickych dat

Naméfena data pomoci tenziometrickych metod byly zpracovavany v programu MS Excel.
Byla sledovéana zavislost povrchového napéti na ¢ase nebo zavislost povrchového napéti na
prevracené hodnoté odmocniny z ¢asu. Pro vyhodnocovani byly pouzity dvé metody, prvni
metodou byla extrapolace Casu na nekonecno. Jednotlivé kiivky v grafech byly proloZeny
linearnimi a polynomickymi funkcemi. Z poslednich cca 10-20 hodnot (hodnot, které se daly
povazovat za ustalené) byl zhotoven pramér a byl vypocitan variacni koeficient a smérodatna
odchylka pro =ziskdni rovnovdzné hodnoty povrchového napéti, coz bylo druhou
vyhodnocovaci metodou. Pro tenziometrickou metodu pomoci tenziometru KSV Sigma 701
se dalo pouzit pro vypocet primérné hodnoty vice hodnot, ale pfi tenziometrické metodé
pomoci tenziometru BPA-800P nebylo tolik ustdlenych hodnot, a proto se pro vypocet
priméru dalo pouzit maximalné 10 hodnot.
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3.3.3 Vyhodnoceni turbidimetrie a UV-VIS spektrofotometrie

Naméfena data pomoci turbidimetric a UV-VIS spektrofotometrie byla zpracovavana
v programu MS Excel. Byla sledovana absorbance v rozmezi vinovych délek 275-285 nm,
kdy pii této vinové délce albumin dosahuje svého maxima, dale byla sledovana absorbance
pii vlnové délce 400 nm, protoze pii 400 nm albumin neabsorbuje, a dale byla sledovana
absorbance pii rozmezi vinovych délek 510-530 nm, kdy Sudan III dosahuje svého maxima,
ke zjiSténi mnozstvi nasolubilizované¢ho barviva ve vzorku. Hodnoty absorbanci byly
vynaseny do grafi v zavislosti na koncentraci danych vzorki.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujicich odstavcich, tabulkach a grafech jsou uvedeny vysledky ziskané v méfeni
daném rozsahem této prace, v¢etné diskuze K jednotlivym vysledktm.

4.1 Reologické méreni

Vysledky métfeni povrchové reologickych vlastnosti roztoki koncentracni fady albuminu
I koncentra¢ni fady hyaluronanu jsou uvedeny v nasledujicim odstavci. Namétena data byla
zpracovana v programu TA Data Analysis od firmy TA Instruments anasledné shrnuta
do tabulek a grafii v programu MS Excel.

Pti povrchové reologii byly zkoumany vlastnosti mezifdzového rozhrani vzduch/ zkoumany
roztok. Z naméfenych dat z oscilacnich testi byly vybrany hodnoty komplexniho modulu
|G"| aztratového thlu & pro dvé oscilaéni frekvence 1 rad/s a 0,1 rad/s (viz ptiloha Tab. 4
a Tab. 6). Byly porovnavany hodnoty komplexniho modulu nebo ztratového thlu ze vzorka
alouminu  vpufru vaci vzorkim albuminu s vysokomolekularnim hyaluronanem
nebo nizkomolekularnim hyaluronanem.

Z naméfenych dat uvedenych v Tab. 4 vyplyva, ze hodnoty komplexnich modult roztokt
albuminu se zna¢né 1isi od hodnot komplexnich moduld roztokti albuminu s hyaluronanem.
Z toho lze usuzovat, Ze mezi albuminem a hyaluronanem dochézi k interakcim. Tyto interakce
vznikaji mezi karboxylovou skupinou vazanou v molekule HA nesouci zdporny naboj
a albuminem, ktery se na HA vadZe pomoci kladného ndboje nachdzejiciho se na atomu
dusiku. Z vétsi casti jde o elektrostatické interakce, i kdyz dochézi ik hydrofobnim
interakcim [12, 13]. Roztoky s nizkymi koncentracemi albuminu i hyaluronanu byly obtizné
m¢éfitelné a reprodukovatelnost méfeni nebyla téméf mozna, pravdépodobné z divodu
nestability povrchu roztok. Dal§im problémem mohla byt nizkd elasticita roztokd,
a proto byly vysledky pfili$ rozptylené. Odlisnosti ve vysledcich mizou byt, a pravdépodobné
také jsou, zplsobeny odliSnym zplsobem piipravy roztokd. Nejvétsi interakce je mozné
zaznamenat pravdépodobné kolem koncentrace BSA 1 g/l akoncentrace HA 0,2-1 g/l
(u vysokomolekularniho hyaluronanu). Roztoky s nizkomolekularnim hyaluronanem byly
obtizn¢ méfitelné a méfeni bylo nékdy tieba zopakovat i vicekrat, zejména u nizkych
koncentraci hyaluronanu nebo albuminu.

Z namé&fenych hodnot ztratovych thli je vidét, Ze povrch roztokil je elasticky, protoze
hodnoty ztratovych thla jsou pod 45° (viz piiloha Tab. 4 a Tab. 6). Nejvic elasticky povrch
snejvysSi mechanickou odolnosti maji roztoky s nejvys$Simi koncentracemi BSA.
Pii koncentra¢ni fad¢ hyaluronanu to ale neni tak jednoznacné, protoZe u roztokl
hyaluronanu a u nizkomolekularniho hyaluronanu trend neni uplné jednoznacny, protoze
hodnoty ztratovych uhli jsou hodné podobné (viz Tab. 4).
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Tab. 4: Hodnoty komplexniho modulu |G"| a ztrdtového tihlu delta v zavislosti na koncentraci
albuminu nebo hyaluronanu pri oscilacni frekvenci 1 radls.

o 1 rad/s
BSA + HA(1500-1750 kDa) BSA + HA(90-130 kDa)
=>koncentrace HA je 1 g/l =>koncentrace HA je 1 g/l
et | 16’1 Pal 5 [ 1G”] [Pa] 5 [
10 0,0210 20,4 0,0251 19,9
5 0,0104 27,3 0,0218 20,8
2 0,0119 29,1 0,0129 27,7
1 0,0115 27,1 0,0151 24,6
0,75 0,0085 30,7 0,0115 25,4
0,5 0,0112 25,4 0,0058 33,5
0,25 0,0071 28,9 - -
BSA v pufru
Koncentrace * o
BSA [o/1] 1G"| [Pa] o []
10 0,0247 26,6
5 0,0119 31,1
2 0,0030 50,1
1 0,0065 29,4
0,75 0,0021 33,2
0,5 0,0053 30,5
0,25 0,0027 28,8
HA(1500-1750 kDa) + BSA HA(90-130 kDa) + BSA
=>koncentrace BSA je 5 g/l =>koncentrace BSA je 5 g/l
| 1e’1Pal 5 [ 1G” [Pa] 5 [
2 0,0120 30,7 0,0199 23,0
1 0,0047 39,5 0,0209 20,9
0,5 0,0131 25,9 0,0171 27,0
0,2 0,0058 43,1 0,0198 23,3
0,1 0,0171 24,6 0,0190 24,8

V grafu na Obr. 15 je ukazka vysledku frekvenénich testl pro koncentraéni fadu albuminu
s vysokomolekularnim hyaluronanem. Z grafu je patrné, Ze roztok s nejvyssi koncentraci ma
nejvyssi hodnotu komplexniho modulu |G|, tudiZ povrch vzorku s nejvyssi koncentraci ma
nejvyssi mechanickou odolnost. Hodnota komplexniho modulu postupné klesa s klesajici
koncentraci albuminu a klesa i mechanicka odolnost povrchu téch vzorkd.
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Obr. 15: Graf zavislosti komplexniho modulu |G| na tihlové frekvenci pro koncentracni Fadu
albuminu s vysokomolekularnim hyaluronanem. Koncentrace hyaluronanu byla konstantni
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V grafu na Obr. 16 je ukazka vysledkt frekvenénich testl pro koncentraéni fadu albuminu
v pufru a koncentra¢ni fadu albuminu s vysokomolekularnim hyaluronanem. V grafu jsou
uvedeny vysledky z prvniho méfeni vzorki a je vidét, Ze se tyto méfeni od sebe lisi. Z grafu je
patrné, ze po ptidavku hyaluronanu vzroste hodnota komplexniho modulu proti vzorkiim
samotného albuminu v pufru (uobou koncentraci), coz je trochu zvlastni, protoze
z predbéznych nepublikovanych vysledki (kdy $lo o roztoky HA a BSA ve vod¢) mély kiivky
odli$ny trend, po pfidavku HA se snizila odolnost i elasticita povrchu. Z naSich vysledku ale
vyplyva, ze povrchy vzorkl s hyaluronanem maji vétSi mechanickou odolnost a pevnost.
Odlisnost méfeni mliZze byt zpisobena odliSnou piipravou vzorki, odliSnym prostfedim atd.
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Obr. 16: Zavislost komplexniho modulu |G| na tihlové frekvenci pro koncentracni Fadu
albuminu v pufru a koncentracni 7Fadu albuminu s vysokomolekuldrnim hyaluronanem.
Koncentrace hyaluronanu byla konstantni 1 g/l.
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V grafu na Obr. 17 je ukazka vysledkil casovych oscila¢nich testli pro koncentra¢ni fadu
albuminu v pufru. Ztéchto vysledki také lze usuzovat, Ze povrchy roztokt s vyssi
koncentraci maji vétsi mechanickou odolnost a pevnost. Pfi roztocich s vyssi koncentraci
BSA/ HA je povrch stabilni a stabilita se neméni, avSak pii nizSich koncentracich BSA/ HA
se stabilita povrchil méni, az se postupné blizi k n¢jaké rovnovazné hodnoté.
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Obr. 17: Graf zdvislosti komplexniho modulu |G| na case (Casovy oscilacni test)
pro koncentracni radu albuminu v pufru.

V grafu na Obr. 18 a Obr. 19 jsou grafy zavislosti rovnovaznych hodnot komplexnich
modull na koncentraci BSA/ HA pfi oscilacni frekvenci 1 rad/s. Rovnovazné hodnoty byly
ziskany z vysledkd ¢asovych oscilacnich testti. Z ustalenych hodnot byla ziskana primérna
hodnota komplexnich moduli (nebo ztratovych uhla (viz ptiloha)), nasledné byl vypocitan
variacni koeficient a smérodatnd odchylka. V prvnim grafu je vidét, ze hodnoty komplexnich
modulll jsou pii nejvyssi koncentraci témét stejné pro vSechny koncentraéni fady albuminu
amoc se neli$i, ale postupné se snizujici se koncentraci albuminu dochazi k vétSim
odlisnostem, zejména u koncentra¢ni fady albuminu s nizkomolekularnim hyaluronanem.
Z tohoto grafu lze usuzovat, Ze roztoky s nizkomolekularnim hyaluronanem se vyznacuji niZsi
mechanickou odolnosti a pevnosti nez roztoky albuminu bez hyaluronanu, ale u roztokl
s vysokomolekularnim hyaluronanem to neni tak jednozna¢né. Z druhého grafu, kde jsou
porovnavany koncentracni fady hyaluronanu ale vyplyvaji pon¢kud protichlidné vysledky.
Z tohoto grafu je vidét, Ze uroztokd s nizkomolekularnim hyaluronanem se hodnoty
komplexnich moduli pfili§ neméni v rozsahu celé koncentracni fady, ale u roztokl
s vysokomolekularnim hyaluronanem hodnoty komplexnich modulii postupné klesaji
s klesajici koncentraci roztoki. Zgrafu se da jesté wusoudit, ze povrchy roztokd

v

S nizkomolekularnim hyaluronanem maji vyssi mechanickou odolnost a pevnost.
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Obr. 18: Graf zavislosti rovnoviznych hodnot komplexniho modulu |G’| na koncentraci BSA
pri oscilacni frekvenci 1 radls pro 3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekuldarniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekularniho HA). Koncentrace HA byla
konstantni 1 gll.
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Obr. 19: Graf zavislosti rovnovéznych hodnot komplexniho modulu |G| na koncentraci HA
pri oscilacni frekvenci 1 radls pro 2 koncentracni rady (vysokomolekuldarni HA s BSA
a nizkomolekularni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstantni 5 gll.

Na Obr. 20 a Obr. 21 jsou grafy zavislosti rovnovaznych hodnot komplexnich modul na
koncentraci BSA/ HA pfi oscilacni frekvenci 0,1 rad/s. Rovnovazné hodnoty byly ziskany
z vysledkti casovych oscilacnich testd podobné jako v pfedchozim piipadé. Vysledky
v prvnim grafu odpovidaji pfiblizné vysledkim, které vyplyvaji z grafu na Obr. 18.
Ve druhém grafu se vysledky o néco lisi od vysledku, které jsou uvedeny v grafu na Obr. 19,
ale 1181 se zeyména u nizkych koncentraci hyaluronanu. Pfi vysSich koncentracich se da fict, Ze
se vysledky shoduji. Rozdilnost vysledkti u nizkych koncentraci mtze byt zpiisobena i tim,

32



ze roztoky s nizkymi koncentracemi byly obtizn¢ méfitelné, tudiz vysledky téchto méfeni

nemusi byt zcela presné.
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Obr. 20: Graf zavislosti rovnoviznych hodnot komplexniho modulu |G’| na koncentraci BSA
pri oscilacni frekvenci 0,1 radls pro 3 koncentracni Fady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekuldrniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekularniho HA). Koncentrace HA byla

konstantni 1 gll.
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Obr. 21: Graf zavislosti rovnovéznych hodnot komplexniho modulu |G’| na koncentraci HA
pri oscilacni frekvenci 0,1 rad/s pro 2 koncentracni rady (vysokomolekularni HA s BSA
a nizkomolekularni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstantni 5 gll.

33



4.2 Méreni povrchového napéti metodou maximalniho pretlaku v bubliné

V grafu na Obr. 22 jsou uvedeny vysledky tenziometrického méteni povrchového napéti.
Zgrafu je patmé, Ze vysledky jednotlivych koncentratnich fad se znacné lisi.
U koncentra¢nich fad albuminu a albuminu s nizkomolekularnim hyaluronanem se povrchové
napéti se snizujici koncentraci zvySuje. VEtSi zmény povrchového napéti se vyskytuji
VvV roztocich s nizkomolekuldrnim hyaluronanem nez pii roztocich samotného albuminu
Vv pufru. Je to ziejmé, protoze HA snizuje sorpci BSA na povrch bublin. U koncentra¢ni fady
albuminu s vysokomolekularnim hyaluronanem je ale priubéh opa¢ny a hodnoty povrchového
napéti se snizuji se snizujici se koncentraci. Vysledky jsou vSak nejasné, protoze to vypada,
jako kdyby vysokomolekularni hyaluronan podporoval sorpci BSA na povrch bublin.
Z vysledkt se ale da usoudit, ze mezi albuminem a hyaluronanem dochézi k interakcim.

V grafu na Obr. 23 je uveden graf pro koncentra¢ni fady hyaluronanu. V tomto ptipad¢ je
vidét, Zze povrchové napéti je vyssi u vzorkl s vysokomolekularnim hyaluronanem. Dale je
z grafu patrné, Ze v tomto piipadé se v obou piipadech povrchové napéti zvySuje se snizujici
se koncentraci hyaluronanu. Z toho lze usuzovat, Zze vysokomolekularni hyaluronan ma
pravdépodobné vice volnych vazebnych mist pro interakce s albuminem, a proto je mozné
zaznamenavat vyS$i hodnoty povrchového napéti. Koncentracni fady hyaluronanu byly
srovnany s roztokem BSA v pufru o koncentraci 5 g/l, jelikoz vSechny roztoky obsahovaly
BSA o koncentraci 5 g/l. Z grafu je vidét, ze povrchové napéti BSA v pufru je vyssi nez
u koncentrac¢nich fad HA, je to logické, protoze hyaluronan zpomaluje sorpci BSA z povrchu
roztoki na povrch bublin.
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Obr. 22: Graf zavislosti rovnovazné hodnoty povrchového napéti na koncentraci BSA pro
3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA s pridavkem vysokomolekularniho HA, BSA
s pridavkem nizkomolekuldrniho HA). Koncentrace HA byla konstantni 1 gll.
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Obr. 23: Graf zavislosti rovnovadzné hodnoty povrchového napéti na koncentraci HA pro
2 koncentracni rady (roztoky vysokomolekuldarniho HA s BSA a roztoky nizkomolekuldrniho
HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstantni 5 gll.

4.3 Meéreni povrchového napéti metodou Du Noiiy

V grafu na Obr. 24 jsou uvedeny vysledky tenziometrického méteni povrchového napéti
metodou Du Noiiy. Z grafu je patrné, Ze povrchové napéti u nejvyssi koncentrace BSA je
témer stejné pro vSechny koncentraéni fady, pak az pii nizSich koncentracich BSA se hodnoty
a BSA sice interaguji, ale nema to uz zadny vliv na povrch roztokd a tudiz ani na zmény
povrchového napéti. Na rozdil od pfedchozi tenziometrické metody v tomto pfipad€ nastava
mirny vzrust povrchového napéti do koncentrace BSA 5 g/l a pak se hodnoty povrchového
napéti zacinaji se snizujici koncentraci BSA sniZovat ve vSech koncentracnich fadach. Tudiz
se da usoudit, ze pii vyssi elasticité povrchu je vySsi i povrchové napéti. Prili§ rozptylené
vysledky u nizkych koncentraci albuminu miiZou byt zplisobeny i tim, Ze hyaluronan vychytal
vSechen albumin z povrchu roztoku do jeho objemu, atim padem vyrazné¢ zménil stabilitu
povrchu a povrchové napéti.

V grafu na Obr. 25 je uveden graf pro koncentra¢ni fady hyaluronanu. Z naméfenych dat
Ize usoudit, Ze po dosazeni minimalni pocate¢ni koncentrace hyaluronanu 0,1 g/ dochazi
k mirnému nardstu povrchového napéti az do koncentrace 0,2 g/1, poté nasleduje mirny pokles
hodnot povrchového napéti a poté opét mirny narist pii koncentraci 2 g/l. Z vysledki je ale
patrné, ze HA nema az taky vyrazny vliv na zménu povrchového napéti, protoze celkoveé se
hodnoty pfili§ neméni, ikdyZz k menSim zménam, pohybujicim se v rozmezi 1 mN/m,
dochazi. V tomto piipadé je také wvidét, Zze povrchové napéti je vyS§i u vzorki
s vysokomolekularnim  hyaluronanem. Takze ztohoto meéfeni také Ilze usuzovat,
ze vysokomolekularni hyaluronan mé ziejmé vice volnych vazebnych mist pro interakce
s BSA, a proto je mozné zaznamendavat 0 néco vyssi hodnoty povrchového napéti.
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Obr. 24: Graf zavislosti rovnovadzné hodnoty povrchového napéti na koncentraci BSA pro
3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA spridavkem vysokomolekuldrniho HA, BSA
S pridavkem nizkomolekularniho HA). Koncentrace HA byla konstantni 1 g/l
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Obr. 25: Graf zavislosti rovnovazné hodnoty povrchového napéti na koncentraci HA pro
2 koncentracni  rady (vysokomolekularni HA sBSA a nizkomolekuldarni HA s BSA).
Koncentrace BSA byla konstantni 5 gll.

V grafu na Obr. 26 je znazornéno porovnani obou tenziometrickych metod na koncentra¢ni
fad¢ albuminu v pufru. Z tohoto grafu je ziejmé, ze vysledky hodnot povrchovych napéti jsou
vys§i pifi meétfeni povrchového napéti metodou maximalniho pietlaku v bubling. Vyssi
povrchové napéti je ziejmé zpusobeno tim, ze povrchové aktivni latky, které se v roztocich
nachazeji, se nestaci sorbovat z povrchu roztoki na povrch bublin, protoze nemaji tolik casu,
aby se sorbovaly na povrch bublin s ohledem na kratky ¢as zivota bublin.
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Obr. 26: Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci BSA pro koncentracni radu
albuminu v pufru.

4.4 Turbidimetrické a UV-VIS méreni

Pfi turbidimetrickém a UV-VIS méfeni byly ziskany hodnoty absorbanci vSech roztoku
vSech koncentracnich fad. Hodnoty absorbanci roztokli s hyaluronanem byly porovnavany
s hodnotami absorbanci roztokti bez hyaluronanu. Byla sledovana absorbance pii vinovych
délkach v rozmezi 275 — 285 nm (maximalni absorpce albuminu), 400 nm (vlnova délka,
pii které¢ albumin neabsorbuje) a 510 — 530 nm (maximalni absorpce Sudanu III). Do grafti
byly vynaSeny zavislosti absorbanci na koncentraci danych vzorkil. Z namétfenych dat
vyplyva (Obr. 27), ze absorpce Cistého albuminu v pufru je pfimo imérna jeho koncentraci,
ale pfi vysSich koncentracich uZz neplati Lambert-Beertiv zdkon, protoZe trend uZ neni
linearni. U vzorku s pfidavkem vysokomolekularniho HA dochazi ke zvysSeni absorbance,
coz miiZze byt zpiisobeno vysokou turbiditou. V roztocich se pravdépodobné vytvari komplex
0 urcité energii a vypadd to tak, ze hyaluronan zhasi molekuly BSA, zejména u vzorki
s nizkomolekularnim hyaluronanem. U vSech méteni (Obr. 27, Obr. 28 a Obr. 29) je vidét,
Ze nejvyssich hodnot absorbance bylo dosahovano u vzorkt albuminu s vysokomolekularnim
hyaluronanem. Tento vysledek je pravdépodobné zplsoben tim, Ze vzorky
s vysokomolekularnim hyaluronanem obsahovaly vétsi Castice, které se v roztocich Uplné
nerozpustily a po odstfedéni ani nesedimentovaly a vytvarely zakal. Dale lze z naméfenych
hodnot usuzovat, ze k interakcim mezi HA a BSA dochézi s nejvétsi pravdépodobnosti
u vzorka s koncentracemi od 0,5 g/l do 5 g/l. V tomto koncentraénim rozmezi ztejmé dochazi
k vazani karboxylovych skupin v molekule HA salbuminem. Da se piredpokladat,
ze interakce se budou ve zvySené mife vyskytovat az po piekroceni kritické koncentrace,
pti které je dosazeno vhodného prostorového usporadani HA a BSA Vv roztoku. Vsechny
naméfené data byly zaznamenany do tabulek (Tab. 5 a Tab. 7) a vyneseny do grafu (Obr. 27,
Obr. 28, Obr. 29, Obr. 37, Obr. 38 a Obr. 39).
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V grafu na Obr. 29 jsou uvedeny vysledky solubiliza¢nich méteni. Z vysledkt 1ze usoudit,
ze v roztocich se vytvari ¢astice (komplexy), které maji hydrofobni domény, do nichz se muze
Sudan III solubilizovat, protoze se zvySujici se koncentraci se zvySuje i solubilizace
Sudanu Ill. U roztoki, které obsahuji vysokomolekularni hyaluronan se da usoudit, ze se
nasorbuje vice Sudanu Ill, a proto se dosahuje vyssich hodnot absorbance, ale neda se to tak
jednozna¢né urcit, protoze absorbanci zkresluje vysoka turbidita, ktera byla u téchto vzorku

namérena.

Tab. 5: Hodnoty absorbance pri urcitych vinovych délkdach pro koncentracni radu albuminu.

BSA v pufru
koncen[tgr/?]ce BSA Amax.BsA A400 nm Amax.sup 11
10 4,006 0,526 0,218
5 3,470 0,066 0,170
2 1,533 0,017 0,093
1 0,746 0,009 0,048
0,75 0,547 0,007 0,036
0,5 0,362 0,004 0,018
0,25 0,194 0,007 0,007
BSA+HA (1500-1750 kDa) => koncentrace HA je 1 g/l
koncen[g/?]ce BSA Amax.BSA A400 nm Amax.sup 11
10 4,050 1,754 0,799
5 3,782 1,144 0,673
2 2,844 0,868 0,594
1 2,166 0,720 0,389
0,75 1,198 0,326 0,338
0,5 0,506 0,119 0,107
0,25 0,811 0,303 0,124
BSA+HA (90-130 kDa) => koncentrace HA je 1 g/l
koncen[g/T]ce BSA Amax.BSA A400 nm Amax.sup 11
10 3,874 0,641 0,138
5 1,393 0,025 0,087
2 0,375 0,005 0,026
1 0,247 0,015 0,014
0,75 0,180 0,014 0,010
0,5 0,144 0,026 0,008
0,25 0,164 0,037 0,013
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Obr. 27: Zavislost maximdlni absorpce BSA v rozmezi vinovych délek od 275 nm do 285 nm
na koncentraci BSA pro 3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA + vysokomolekuldrnim HA,

BSA + nizkomolekularni HA).
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Obr. 28: Zavislost absorbance pri 400 nm na koncentraci BSA pro 3 koncentracni rady (BSA

v pufru, BSA + vysokomolekularnim HA, BSA + nizkomolekularni HA).
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Obr. 29: Zavislost maximalni absorpce Sudanu Il V rozmezi vinovych délek od 510 nm do
530 nm na koncentraci BSA pro 3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA + vysokomolekuldrni

HA, BSA + nizkomolekularni HA).
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo podrobnéji prozkoumat interakce a dynamiku systémut hyaluronanu
(vysokomolekularniho i nizkomolekularniho) a albuminu. Ke zkoumani interakci a dynamiky
téchto systémii bylo pouzito méfeni povrchové reologie, tenziometrické méfeni pomoci
tenziometru KSV Sigma 701 atenziometrické méfeni pomoci tenziometru BPA-800P.
Ze ziskanych vysledki ze vSech metod bylo potvrzeno, Ze mezi hyaluronanem a albuminem
dochézi k interakcim.

Nejstézejnéjsi metodou ke zkoumdani interakci mezi hyaluronanem a albuminem bylo
méieni povrchové reologie. Pro zjisténi interakci byly porovnavany hodnoty, které byly
ziskany z méfeni samotného albuminu s hodnotami ziskanymi po ptidavku hyaluronanu.
Nameéfena data se velmi liSila, coz bylo ziejmé zpisobeno rozdilnym zptusobem pfipravy,
prostifedim a pravdépodobné rychlym starnutim povrchu vzorki. Z reologického méfeni vsak
vyplyva, Ze k interakcim dochazi. Predpoklad byl, Ze |G'| a d by se mély sniZit po pridavku
hyaluronanu do roztoku, ale to se nam zcela nepotvrdilo, protoze hodnoty ztratovych thlu
a komplexnich modull nevykazovaly pravidelné klesajici trend a vysledky namétenych dat
byly dost rozptylené. Ale samoziejmé se nam potvrdilo, ze HA ovliviiuje povrch téch roztoka
a dochazi k interakcim. Nejvétsi interakce u koncentraéni fady albuminu byly pozorovany
kolem koncentrace BSA 1 g/l a u koncentra¢ni fady hyaluronanu v rozmezi koncentraci HA
0,2-14gll.

Interakce mezi HA aBSA se utenziometrickych méfeni projevovaly zménami
povrchového napéti. Opét bylo porovnavano povrchové napéti roztokd albuminu s hodnotami
povrchovych napéti po pfidavku hyaluronanu. Z naméfenych dat bylo zjisténo,
ze vysokomolekularni hyaluronan ma ziejmé vice volnych vazebnych mist pro interakce
s albuminem nez nizkomolekularni hyaluronan, protoze roztoky s vysokomolekularnim
hyaluronanem vykazovaly vyssi povrchové napéti, a ztoho lze usoudit, ze hyaluronan
pravdépodobné vychytal velké mnozstvi BSA z povrchu do objemu roztoku, a tim padem by
povrchové napéti mélo nartstat.

Pomoci UV-VIS spektrofotometrie byla zkouména samotna cilend distribuce Ié¢iv
nepiimou metodou, ato konkrétné solubilizaci modelové latky (analyticky dobfie
detekovatelné) do komplexu HA/ BSA. Cilem této prace bylo prozkoumat, zda by hyaluronan
mohl byt vhodnym nosi¢em Ié¢iv, a zda by albumin mohl byt vhodnou molekulou, do které
by se to 1é¢ivo zabudovavalo. Z vysledkli ziskanych pomoci turbidimetrického a UV-VIS
méfeni se da usuzovat, Ze zejména u vzorku s vysokomolekularnim hyaluronanem se turbidita
zvySovala v disledku velkych ¢astic, které se ani nerozpustily aani Vv roztoku
nesedimentovaly, ale vykazuji rozptyl. Z toho lze usuzovat, Ze jsou méné polarni nez
prosttedi, coz vede k pfedpokladu solubilizace 1éCiva (potvrdilo se to 1méfenim),
I kdyz vysledky jsou zkreslovany samotnou turbiditou. U vzorkd s nizkomolekularnim
hyaluronanem byla zvySena turbidita zaznamendana aZ pii nejvysSich koncentracich albuminu,
protoze v roztocich nevznikaly zadné velké castice a ani v nich nemélo co sedimentovat.
Pii vyssSich koncentracich BSA by se teoreticky do BSA 1é¢ivo zabudovat dalo, protoze
v grafu na Obr. 29 je vidét, ze dochazi ke zvySeni absorbance pii vyssich koncentracich BSA,
ato znamena, ze se Sudanlll do BSA solubilizuje. Ztéchto wvysledkt lze fict,
ze nejvhodnéj$im nosiCem pro cilenou distribuci 1é¢iv by mél byt vysokomolekuldrni
hyaluronan, avSak musi se brat v potaz, ze absorbance toho vysokomolekularniho
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hyaluronanu a tudiz i solubilizace Sudanu Il mtze byt do jisté miry ovlivnéna jeho vysokou
turbiditou.

42



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1] VELEBNY, RNDr.Vladimir Velebny, CSc. CONTIPRO. Hyaluronan: Polymer pro
tkanové inzenyrstvi. Brno, 2012.

[2] KOGAN,G., SOLTES, L., STERN, R.: Hyaluronic acid: a natural biopolymer with a
broad range as biomedical and industrial applications. Springer Science + Business
Media, 2006, v. 351, s. 2-10.

[3] ZEMAN, J. Studium interakci polyelektrolytii s kladné nabitymi dusikatymi amfifilnimi
latkami. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemickd, 2013, s. 16, 17.
Vedouci diplomové prace Ing. Martin Chytil, PhD.

[4] PECHAR, M. et al.: Polymerni terapeutika u nas a ve svété. Chemické listy, 2009, roc.
103, ¢. 1,s. 3-10.

[5] JAIN, K.: Drug Delivery in Cancer, Technologies and Commercial Opportunities.
Decision Resources, Inc., Waltharn 2000.

[6] LAURENT, T. C., FRASSER, J. R. E., LAURENT, U. B. G. Hyaluronan: its nature,
distribution,functions and turover. Journal of Internal Medicine. 1997, 242, s. 27-33.
[7] LIFECORE [online]. 2013 [cit 2013-12-28]. Lifecore and Hyaluronan — Utilizing
Nature to Improve Lives. Dostupné Z:

http://www.lifecore.com/MoreAboutHyaluronan/tabud/62/Default.aspx.

[8] CULTY, Martine, Huong A.NGUYEN a Charles B.UNDERHILL. The Hyaluronan
Receptor (CD44) Participates in the Uptake and Degradation od Hyaluronan.
Department od Anatomy and Cell Biology, Goergetown Medical Center, Washington
DC 20007 [online]. 1992 [cit. 2013-12-28] Dostupné zZ:
http://jcb.rupress.org/content/116/4/1055.full.pdf. VELEBNY, RNDr.Vladimir
Velebny, CSc. CONTIPRO. Hyaluronan: Polymer pro tkadnové inZenyrstvi. Brno,
2012.

[91 NAVEENRAJ, S., ANANDAN, S. Binding of serum albumins with bioactive
substances — Nanoparticles to drugs. Journal of Photochemistry and Photobiology C:
Photochemistry Reviews, 14 (2013) [online]. s. 54-71 [cit. 2014-5-5]. Dostupné z:
http://www.elsevier.com/locate/jphotochemrev

[10] KOJIO, K., TAKAHARA, A. Bovine serum albumin adsorption onto immobilized
organotrichlorosilane surface: influence of the phase separation on protein adsorption
patterns. J Biomater Sci Polym Ed. 1998, ro¢€. 2, ¢. 9, s. 50-131.

[11] MOSKAITIS, John E., Daniel R. SCHOENBERG a Walter WAHLI. Amphibian
albumins as members of the albumin, alpha-fetoprotein, vitamin D-binding protein
multigene family. Journal of Molecular Evolution. 1989, ¢. 29, s. 344-354. DOI:
BF02103621.

[12] LENORMAND, H., DESCHREVEL, B., VINCENT, J. C. Chain lenght effects on
electrostatic interactions between hyaluronan fragments and albumin. Carbohydrate
Polymers. 82 (2010) s. 887-894. Dostupné z: http://www.elsevier.com/locate/carbpol

[13] LENORMAND, H., DESCHREVEL, B., TRANCHEPAIN, F., VINCENT, J. C.
Electrostatic interactions between hyaluronan and proteins at pH 4: How do They
modulace hyaluronidase aktivity. Biopolymers, 89, 1088-1103.

[14] Bartovska, L., Siskova, M.: Fyzikdlni chemie povrchii a koloidnich soustav. Vysoka
Skola chemicko-technologické v Praze, 2005, s 57-60, ISBN 80-7080-579-X.

43


http://www.elsevier.com/locate/jphotochemrev

[15] KROUSKA, J.: Colloid properties of hyaluronane sols. Brno: Vysoké udeni
technické v Brné, Fakulta chemicka, 2008. 21-25 s. Vedouci diplomové prace prof.
Ing. Miloslav Pekat, CSc.

[16] PEKAR, Miloslav, Martina KLUCAKOVA, Michal VESELY a Michal CEPAN.
Fyzikalni chemie a fotochemie. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta
chemicka, 2003. ISBN: 80-214-2470-2.

[17] SCHRAMM, Gebhard. A Practical Approach to Rheology and Rheometry. Némecko
: Gebrueder GmbH, 1994. 290 s.

[18] SOPOUSEK, liti. Zdklady reologie a reometrie kapalin [online]. Brno: Masarykova

univerzita, 2007 [cit. 2014-03-19]. Dostupné Z:
http://is.muni.cz/el/1431/jaro2007/VV5760/um/2457585/2457594/Reologie a reometri
e_kapalin.pdf

[19] MEZGER, Thomas. The Rheology Handbook. Hanover [Germany]: Vincentz
Network, 2011. ISBN 978-3-86630-864-0.

[20] DERKATCH, Svetlana, Jirgen Krégel. Interfacial shear rheology. Current Opinion
in Colloid & Interface Science 15 (2010), s. 246-255 [cit. 2014-05-05]. Dostupné z:
http://www.elsevier.com/locate/cocis

[21] MILLER, Reinhard, L LIGGIERI a V KROTOV. Interfacial rheology. Boston: Brill,
2009,xii, 684 p. Progress in colloid and interface science, v. 1. ISBN 90-041-7586-5.

[22] ZEMAN, J. Studium interakci polyelektrolytii s kladné nabitymi dusikatymi
amfifilnimi latkami. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2013, s.
26, 27. Vedouci diplomové prace Ing. Martin Chytil, PhD.

[23] KSV BPA-800P Manual, re. 1.0. 2004.

44


http://is.muni.cz/el/1431/jaro2007/V5760/um/2457585/2457594/Reologie_a_reometrie_kapalin.pdf
http://is.muni.cz/el/1431/jaro2007/V5760/um/2457585/2457594/Reologie_a_reometrie_kapalin.pdf
http://www.elsevier.com/locate/cocis

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam zkratek a symboli

Zkratka
HA
BSA
Da
CD44
e

e B '-"-nQ_:rcbﬂ@bgoq

-2 OO O> TS

Vyznam zkratky

kyselina hyaluronova, hyaluronan
hovézi sérovy albumin

Dalton [atomovéa hmotnostni jednotka]
bunécny receptor (hyaluronanovy)
komplexni modul

ztratovy thel

limitni viskozita

hustota

gravitacni zrychleni

polomér kapiléary/ bubliny
smaceci thel

vyska kapilary, hloubka ponoteni kapilary
Sitka desticky

sila

tloustka desticky

povrchové napéti

polomér krouzku

korekce na kapalinu

tlak

teCné napéti

plocha

smykova rychlost

dynamicka viskozita

elasticky (pamét'ovy) modul
viskdzni (ztratovy) modul
ztratovy thel

uhlova frekvence

korekéni faktor

nejvyssi naméteny tlak v bubling
hydrostaticky tlak

tlak odporu vzduchu

poloméry kiivosti

konvexni tlak

konkévni tlak
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8 PRILOHY

Tab. 6: Hodnoty komplexniho modulu |G"| a ztrdtového uhlu delta v zdavislosti na

koncentraci albuminu nebo hyaluronanu pri oscilacni frekvenci 0,1 rad/s.

o 0,1 rad/s
BSA+HA(1500-1750 kDa) BSA+HA(90-130 kDa)
=>koncentrace HA je 1 g/l =>koncentrace HA je 1 g/l
Koncentrace * *
BSA [g/l] IG | [Pa] N IG | [Pa] o[°]
10 0,014305 27,990 0,013380 30,990
5 0,012260 30,845 0,006400 42,445
2 0,006684 35,350 0,003539 48,630
1 0,007919 33,570 0,003075 36,385
0,75 0,006317 33,040 0,001085 34,840
0,5 0,003090 34,365 0,002379 38,345
0,25 0,000603 3,897 0,001510 25,490
BSA v pufru
Koncentrace *
BSA [g/l] IG | [Pa] o[°]
10 0,011975 32,180
5 0,005182 33,820
2 0,005783 37,070
1 0,005213 31,455
0,75 0,004035 35,825
0,5 0,005695 33,710
0,25 0,003258 34,355
HA(1500-1750 kDa) + BSA HA(90-130 kDa) + BSA
=>koncentrace BSA je 5 g/l =>koncentrace BSA je 5 g/l
Koncentrace * *
HA [0/ G| [Pa] 5 [°] G| [Pa] 5[]
2 0,006927 45,500 0,010612 30,830
1 0,002128 27,921 0,012120 27,615
0,5 0,007615 43,060 0,010025 32,730
0,2 0,004834 23,895 0,010451 33,450
0,1 0,008842 32,955 0,010100 32,845

46




60

A [OBSA
>0 - A BSA+HA(v)
A
40 - L 2 * @ BSA+HA(n)
T30 O aﬁ -
O O
A
20 A m
10
O T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
koncentrace BSA (g/l)

Obr. 30: Graf zavislost rovnovaznych hodnot ztratového uhlu na koncentraci BSA pri
oscilacni frekvenci 1radls pro 3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekuldrniho HA a BSA s piidavkem nizkomolekularniho HA). Koncentrace HA byla
konstantni 1 gll.
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Obr. 31: Graf zavislost rovnovaznych hodnot ztratového uhlu na koncentraci HA pri
oscilacni  frekvenci 1radls pro 2 koncentracni rady (vysokomolekuldrni HA sBSA
a nizkomolekularni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstantni 5 gll.
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Obr. 32: Graf zavislost rovnovaiznych hodnot ztratového uhlu na koncentraci BSA pri
oscilacni frekvenci 0,1 radls pro 3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekuldrniho HA a BSA s piidavkem nizkomolekularniho HA). Koncentrace HA byla
konstantni 1 gll.
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Obr. 33: Graf zavislosti rovnovaznych hodnot ztratového uhlu na koncentraci HA pri
oscilacni frekvenci 0,1 radls pro 2 koncentracni rady (vysokomolekularni HA s BSA
a nizkomolekularni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstantni 5 gl|.
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Obr. 34: Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci HA pro 2 koncentracni rady
hyaluronanu (vysokomolekuldrni HA s BSA a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrace BSA
byla konstantni 5 g/I.
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Obr. 35: Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci BSA pro 2 koncentracni rady
albuminu (BSA s pridavkem vysokomolekularniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekuldrniho
HA). Koncentrace HA byla konstantni 1 g/I.
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Obr. 36: Graf zavislosti povrchového napéti na ¢ase pro koncentraéni fadu BSA s ptidavkem
nizkomolekularniho HA. Koncentrace HA byla konstantni 1 g/l.

Tab. 7: Hodnoty absorbance pri urcitych vinovych délkach pro koncentracni radu
hyaluronanu.

HA (1500-1750 kDa) +BSA => koncentrace BSA je 5 g/l

koncentrace HA

[g/l] Amax.BSA A400 nm Amax.SUD i
2 10 1,422 0,944
1 1,390 0,064 0,069
0,5 1,698 0,012 0,074
0,2 2,458 0,012 0,101
0,1 2,812 0,014 1,129

HA (90-130 kDa) +BSA => koncentrace BSA je 5 g/l

koncentrace HA

[g/I] Amax.BSA A400 nm Amax.SUD i
2 1,805 0,001 0,077
1 1,878 0,016 0,094
0,5 1,591 0,005 0,094
0,2 2,599 0,006 0,107
0,1 2,802 0,002 0,381
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Obr. 37: Zavislost maximalni absorpce BSA v rozmezi vinovych délek od 275 nm do 285 nm

na koncentraci HA pro 2koncentracni rady HA (vysokomolekuliarni HA s BSA
a nizkomolekularni HA s BSA). Koncentrance BSA byla konstantni 5 gll.
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Obr. 38: Zavislost maximalni absorpce Sudanu Il vV rozmezi vinovych délek od 510 nm do
530 nm na koncentraci HA pro 2 koncentracni rady HA (vysokomolekuldrni HA s BSA
a nizkomolekularni HA's BSA). Koncentrance BSA byla konstantni 5 g/l.
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Obr. 39: Zavislost absorbance pri 400 nm na koncentraci HA pro 2 koncentracni rady HA
(vysokomolekuldrni HA s BSA a nizkomolekuldarni HA s BSA). Koncentrance BSA byla

konstantni 5 gll.
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