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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva dynamikou systéml hyaluronanu (HA) a hovéziho sérového
albuminu (BSA). Pfi vyzkumu bylo pouzito téchto metod: povrchova reologie, tenziometrie,
metoda maximalniho pretlaku v bubliné a UV-VIS spektrofotometrie. K méfeni byly pouzity
roztoky sruznou 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
pfiblizné€ 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 hyaluronové, hovézi sérovy albumin, povrchova reologie, tenziometrie, metoda
maximalniho pretlaku v bubliné, UV-VIS spektrofotometrie.
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1 UVOD

Vroce 1934 se poprvé K. Meyerovi alJ. 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 zeyjména v medicin€, farmacii a kosmetice. Jeji hlavni vyhodou
je, ze se piirozené vyskytuje v lidském organismu, a tak je hodn€ pouzivana pti 1é¢bé revma,
osteoartritidy nebo pfi koznich zranénich. Nezplsobuje zadné alergické reakce, je snadno
odbouratelna a v tkanich zajistuje viskoelasticitu.

Jedna se o polymer, ktery je schopen vazat vysoké mnozstvi vody diky existenci velkého
mnozstvi hydroxylovych skupin ve své struktufe a diky néabojové 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
v citratovo-fosfatovém pufru a hlavnim cilem bylo zjistit, zda je hyaluronan vhodnym
nosicem léCiv 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 pfirozené se vyskytujici linearni polysacharid. Poprvé se
ji podafilo izolovat K. Meyerovi a J. 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 puvodu z cocek
(hyaloid = sklo) [2].

2.1.1 Struktura a vyskyt

Kyselina hyaluronova je pfirodni, negativné nabity polysacharid diky disociaci
karboxylovych a hydroxylovych skupin. Vyskytuje se ve velkém rozmezi molekulovych
hmotnosti (cca 10'-10° g/mol) a vétsinou je usporadana do nerozvétvenych makromolekul.
Struktura je tvofena pravidelné se opakujici disacharidickou jednotkou. Tato disacharidicka
jednotka je tvorena z B-(1-3)-N-acetyl-D-glukosaminu a B-(1-4)-D-glukuronové kyseliny.
V molekule kyseliny hyaluronové muaze 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 télu vlastni. To znamena, Ze u obratlovct se hyaluronan vyskytuje
prakticky ve vSech tkanich. Jednak mize byt vazan na extracelularni matrix jako jeji
organizator nebo muze byt volny jako humektant (ktZze), lubrikant (vétSi klouby), latka
udrzujici tvar (oCni bulva). Dale mize byt i jako slozka vypliové hmoty nékterych organa
(pupecni S$nura) [1]. A nejvyssi koncentrace HA v lidském téle je dosahovana praveé
v synovialnich tekutinach, pupecni $nufe, chrupavkach a sklivci. V pfirodé se jest¢ HA
vyskytuje ve vysokych koncentracich napfiklad v kohoutich hiebincich, nebo v kizi
zralokt [2]. Pro laboratorni ucely se vyuziva tfeba 1 hyaluronan z praseCi kuze
nebo osrdecnikové tekutiny kralika.

2.1.2 Zdroje a vyroba HA

V soucasné dob€ je HA ziskavan ve velké mife mikrobialni fermentaci z mikroorganismd,
ato konkrétn€¢ ze specialné modifikovaného druhu streptokoka (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, pfiCemz produkuje
jen velmi malé mnozstvi endotoxini a exotoxini. Diky tomu splfiuje normy pro pouZiti
v medicin€. Pro kosmetické tucely je pouzivan i HA izolovany z kohoutich hiebinkt, nicméné
tato vyroba je v celosvétovém méfitku uz minoritni [2].

2.1.3 Vyuziti a vlastnosti HA

HA plni v lidském téle mnoho funkci. Napfiklad brani prostupu virt a bakterii pfes matrici
k burice, v synovialni tekutiné slouzi HA diky svym viskoelastickym vlastnostem jako
lubrikacni Cinidlo a tlumi¢ narazi, zlepSuje metabolismus chondrocytd a inhibuje degradaci
kloubni chrupavky, brani ukladani kolagenu atim podporuje bezjizevnaté hojeni tkané
a spoustu jinych funkci. VSechny tyto funkce a vlastnosti hodné zavisi na molekulové
hmotnosti hyaluronanu [3]. Vysokomolekularni hyaluronan plni tlohu lubrikantu, humektantu
a kromé& toho ma jesté organizacni roli. To znamena, Ze po interakci s proteoglykanovymi
podjednotkami vytvari obrovské nadmolekularni utvary, atim obsazuje znacnou Cést
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 buiikdch 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: bunécna biologie,
kosmetika, chirurgie, imunologie, farmaceutika atd. AvSak diky tomu, ze se HA pfirozené
vyskytuje v lidském tele, je odbouratelna aneni toxickd, ma velké uplatnéni zejména
v kosmetice a medicing. V medicing se hyaluronan vyuziva v mnoha oblastech. Siroké
uplatnéni ma v onim Iékarstvi, kde poméaha zvlhCovat povrch oka ve formé oc¢nich kapek
nebo pomaha chranit o¢ni tkdn¢ béhem operaci [3]. Velmi casté jsou aplikace HA na pokozku
ve formé krémt nebo gelt, kdy dochazi k urychleni hojeni z divodu zvlhCeni ran
a potlaCovani zjizveni. Dal§i vyuziti HA je napfiklad pfi vymeéné synovialnich tekutin
v kloubech nebo pfi vyhlazovani vrasek, kde se HA dopliiuje do kiize, hrtanu nebo hlasivek.
V soucasné dobé je vsak velice popularni vyzkum HA z pohledu nosi¢ovych systémil pro
cilenou distribuci 1éCiv. Pii cilené distribuci 1é¢iv jde o dé€j, kdy je 1éCivo (aktivni latka)
zabudovano uvnitf nosiCe aje dopraveno az do postizené oblasti. V idealnim pfipadé se
zdravou tkani neinteraguje. Jde tedy o EPR efekt (zangl. Enhanced Permeability
and Retention) tudiz o zvySenou propustnost a zadrz, protoze velké molekuly se do
nadorovych tkani dostavaji snadnéji a pak se tam hromadi. Celkem Casto se tam hromadi
i koncentracné€, napiiklad 1ofdd od okolni tkané. Uvolnéni toho Iéciva znosice
je ovliviiovano vicero faktory, naptiklad ultrazvukem, zménou pH, zmeénou teploty
nebo elektromagnetickym polem [4, 5]. Pro cilenou distribuci 1€¢iv se vyuzivaji interakce
s karboxylovymi nebo hydroxylovymi skupinami na fetézci HA. Dal§i zplisob je
zabudovavani 1é¢iv do micel, protoze micely jsou z biokompatibilnich a biodegradovatelnych
polymert [2]. Jsou dva zpusoby zabudovavani 1é¢iv do micel. Bud’ muze byt 1éCivo vazano
hydrofobné (rozpusténo v jadie micely) nebo hydrofilné (chemicky piimo navazano
na polymerni nosic).

HA ma 1 unikétni reologické vlastnosti, které zavisi na molekulové hmotnosti rozpusténé
HA ajeji koncentraci v roztoku. Nejvice studovanymi a vyuzivanymi vlastnostmi jsou tokové
vlastnosti. Dulezitymi parametry jsou vtomto piipadé hodnoty limitnich viskozit



a smykovych rychlosti [6, 7]. Roztoky dostatecné dlouhych hyaluronanovych fetézca
o molarni hmotnosti nad 10° MDa (Da je atomova hmotnostni jednotka, 1 Da = 1,66 - 107 g)
jiz pii nizkych koncentracich dosahuji velmi vysokych hodnot limitnich viskozit 7y (limitni
viskozita pfi nekonecné nizké smykové rychlosti). Z té€chto hodnot vychazi viskoelastické
chovani roztokit HA v Zivych organismech. Pfi nizkych 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 fetézci HA vlivem orientovaného mechanického ptsobeni. Pii
velmi vysokych smykovych rychlostech zacinad roztok opét vykazovat newtonské chovani.
Roztoky hyaluronanovych fetézcli s nizkou molekulovou hmotnosti se chovaji porad
newtonsky, protoze nejsou schopny tvofit shluky [6, 7].

2.14 Hyaluronanovy receptor CD44

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

Jednou z nejvyznamnéjSich oblasti, kde probiha vyzkum HA sreceptorem CD44 je pii
1é¢bé rakoviny. Nadorové buriky vykazuji nadprodukci bunéénych receptori CD44, které jsou
na HA citlivé a specificky s nim interaguji. HA byl nosi¢em latek (1éCiv), které transportoval
k nadorovym buiikam s nadprodukci CD44 receptord. Pii chemoterapii pro 1écbu nadoru
s CD44 receptorem byly pouzity protilatky anti-CD44. Vysledky testi dokazaly zpomaleni
nebo zastaveni choroby [8].

2.2 Albumin

Hovézi sérovy albumin (BSA) se fadi mezi proteiny krevni plazmy. Tvoii pfiblizné
52-60 % vSech plazmatickych bilkovin. Albumin je polypeptidovy protein, ktery je tvoreny
jedinym fetézcem 585 aminokyselin, ktery je tvofen jednim polypeptidem o dobfe znamé
sekvenci [9]. Konecnou podobou tohoto fetézce je stabilizace 17 disulfidickymi mustky mezi
molekulami cysteinu. Pusobenim proteaz se dale Sté€pi. Jeho molekulova hmotnost je
66-67 kDa. Nepatii mezi glykoproteiny na rozdil od ostatnich plazmatickych proteini. Kromé
krve se vyskytuje také ve svalech nebo v télnich tekutinach, jako je tkanovy a mozkomisni
mok. V krvi se ho nachéazi zhruba 42 % z celkového télniho albuminu [9, 10]. Albumin je
syntetizovan v jatrech (parenchymalnich burkach jater) jako vétSina proteinti krevni plazmy,
protoze nemuze byt pfijiman pfimo z potravy. Pomaha udrzovat stalé vnitini prostiedi
organismu. Jeho ulohou je udrzovani koloidniho osmotického tlaku v krvi ataktéz je
univerzalnim nosi¢em rozliénych biologicky aktivnich latek. I pfesto, ze jeho hlavni funkci je
transport metaboliti jako jsou ziviny, hormony nebo mastné kyseliny, je schopen vazat
velkou tfadu relativné nerozpustnych endogennich a exogennich ligandi [9]. Dale ma jesté
farmakokineticky vyznam, sjeho transportni funkci souvisi i pfeprava Siroké skaly lékt
krevnim feiStém (xenobiotika, antibiotika atd.) a dokaze ovliviiovat i uc¢innost 1ékt, nebot’
zvysSuje zdanlivou rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv v plazmé [9, 11]. Kromé rozpustnosti 1éciv
urCuje také biologickou dostupnost 1éka (absorpci 1éki) diky vazebné afinité. Pokud je
vazebna afinita nizka, absorpce léCiva neni mozna. V piipadé zvySené vazebné afinity
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bioaktivnich latek na sérové albuminy, je mozna absorpce a distribuce 1€kt na rizné tkané.
Pokud je ale vazebna afinita pfili§ vysoka, absorpce Iéku sice mozna je, ale jeho dodani na
pozadovanou tkan je omezené z duvodu stability komplexu, ato nepfiznivé ovliviiuje
farmakokinetiku 1é¢iva [9].

Albumin je vsoucCasné dobé diky své schopnosti vazat na sebe latky nebo 1éky
a pfepravovat je krevnim feCiStém, zkouman z pohledu nosiCovych systéma pii cilené
distribuci 1éciv [11].

2.3 Interakce HA a BSA

Hyaluronan ahovézi sérovy albumin jsou schopny tvorfit elektrostatické HA-BSA
komplexy zejména pii pH 4, protoze pii tomto pH jsou nejucinngjsi, 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 znacné miry
zavisi struktura komplexu. Kratké HA fetézce muzou tvorit s BSA komplexy kulovitého
tvaru, pficemz molekula BSA je obklopena nékolika fragmenty HA. V tomto piipadée 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 kompaktnéj§i kdyz se spoji s proteiny, nez kdyz jde o volnou molekulu HA. Pokud jde
o sttedni délku HA fetézcl, 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 pfipad€, ze protein je enzymem, tak muze fidit i enzymovou aktivitu [12].

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

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

Na délce HA tetézce také zavisi povaha HA-proteinovych komplexd. Naptiklad
rozpustnost HA-proteinovych komplexi zavisi na velikosti HA, pficemz slabsi alépe
rozpustné komplexy se tvoii skrat§imi fetézci HA. Rozpustnosti a tvorbou HA-BSA
komplexi se zabyvali inékteré studie. Tyto studie byly vykonany pii danych
experimentalnich podminkach, zejména byly zaméfeny na pH a koncentraci HA a BSA,
pticemz Slo 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 10° g/mol, a taktéZ ukazaly, Ze povaha
HA-BSA komplexti zavisi od koncentrace HA a BSA a/nebo pH. Napriklad rozpustné
komplexy mohou existovat i pii pH vét§im nez 4, ale nerozpustné ne. Dal§im klicovym
parametrem pro tvorbu HA-BSA komplext byla iontova sila. Pii zvySujici se iontové sile
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dochazi k zeslabeni elektrostatické interakce mezi HA a BSA. AvSak ve fyziologickém
prostredi byly komplexy vyzna¢ovany iontovou pevnosti [12, 13].

Dalsi studie byla zaméfena na stechiometrii. Slo o zji§téni poméru disacharid hyaluronanu
na molekulu BSA pii pouzitych experimentalnich podminkach. Tyto podminky byly opét
pH 4 a koncentrace HA 0,2 g/l a BSA 1 g/l. Bylo zji§téno, ze rovnost kladnych a zapornych
naboju nastava pii stechiometrii, kdy je na molekulu BSA potieba 44 HA disacharidu.
Stechiometrie v8ak zistava konstantni bez ohledu na délku HA fetézcu [12].

2.4 Povrchové napéti a metody méreni povrchového napéti

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

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

2.4.1 Statické metody

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

2.4.1.1 Metoda kapildarni elevace

Tato metoda je zaloZzena na méfeni vysky vzestupu kapaliny & ve vertikalni kapilare. Plati
vztah:

h-p-g-r
= 2cos6 S

p je hustota kapaliny (hustotu plynu se zanedbéava), g je gravitaCni zrychleni, r je polomér
kapilary, € je smaceci uhel. Nejcastéji se pouzivaji sklenéné tenké kapilary, které musi byt
dokonale Cisté a musi byt dokonale smaceny métfenou kapalinou. Po celé délce by kapilara
meéla mit stejny pramér [14].

=

E

-
i —

Obr. 3: Kapildrni 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 zjiStuje pozorovanim
a porovnavanim parametri profild visicich nebo pfisedlych kapek (bublin) s teoretickym
tvarem ziskanym numerickou integraci Laplaceovy rovnice. Obraz kapky je pozorovan
mikroskopem, sniman kamerou a zpracovavan pocitaCem. Metoda je absolutni a skute¢né
staticka. Umoziluje pfesné méteni velmi nizkych i vysokych povrchovych napéti [14].

2.4.1.3 Wilhelmyho metoda vyvaZovani desticky

ﬂ_ a __ i_’_i
p —p =y R R 2)

kde R, a R, jsou poloméry kiivosti, p” je konkavni tlak a p®je tlak konvexni.

Celkova hmotnost vzlinajici kapaliny pfipadajici na jednotku obvodu desticky pak nezavisi
na tvaru menisku a pfi nulovém uhlu smaceni je rovna povrchovému napéti. Pro silu F
(obvykle se méfi pii takové poloze desticky, kdy jeji dolni hrana je pfesné ve vysi hladiny
kapaliny), kterou je nutno vynalozit pro vyvazeni desticky o §ifce d a tloustce 7 (t < d), plati
vztah [14]:

F=2-(d+1)-y=2dy 3)

2.4.1.4 Semistatické metody

Tyto metody jsou zalozené na dosazeni rovnovazného stavu soustavy podobné jako statické
metody. V tomto piipadé je vSak problém, Ze rovnovaha je nestabilni, proto je nutné zvolit
optimalni Cas k pfiblizeni k rovnovaznému stavu. Mezi tyto metody se fadi napiiklad metoda
odtrhovani krouzku, metoda maximalniho pfetlaku v bubliné nebo stalagmometricka
metoda [14].

2.4.1.5 Metoda odtrhovani krouZku (Du Noiiy)

Metoda krouzku Du Noiy byla historicky prvni vyvinutou metodou. Je pojmenovana
po objeviteli Pierru Lecomte du Noiy (francouzsky biofyzik a filozof). Pfi této metodé se
zkoumaji povrchové a mezifazové vlastnosti kapalin. Méfi se sila F potiebna k odtrzeni
platinovo-iridiového krouzku zfazového 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 témér vaci véem chemickym latkam. Musi byt dobfe smacen kapalinou, tedy
kontaktni uhel by mél byt roven nule, pak plati vztah:

F

r-r,

"= amr ! 4)

b

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

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

Prabéh méfeni metodou Du Notiy je nasledujici:

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

2. Krouzek se dotkne povrchu kapaliny a dostava se do styku s nékterymi pozitivnimi
silami.

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

4. Dochazi k smaceni svislych podpér krouzku, takze nékteré pozitivni sily zlstanou.
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5. Krouzek se pomalu zacne vytahovat z kapaliny. Sila zaCne 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. Dochazi k vytahovani krouzku nahoru, dokud neni kapalina pfipojena ke krouzku
a dosazeno maximalni sily.

7. Sila potiebna k vytazeni krouzku z kapaliny je tméma povrchovému napéti kapaliny.

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

2.4.1.6 Metoda maximdlniho pietlaku v bubliné

Ve studovaném roztoku se za pretlaku p na konci kapilary, ponotené pod hladinou, vytvaii
bublina plynu (nejcastéji vzduch). S ristem bubliny se zmenSuje polomér jejiho zakfiveni.
Pretlak v bublin€ je roven souctu hydrostatického tlaku a tlaku potfebného k prekonani
povrchového napéti y . Plati vztah:

p=hp-g+ 2% (5)
kde p je tlak, & je hloubka ponoteni kapilary, g je gravitacni zrychleni, y je povrchové napéti
a r je polomér bubliny, respektive kapilary. V okamziku, kdy bublina dosdhne polokulovitého
tvaru, je r minimalni aje rovno poloméru kapilary. Tlak v bubliné vtomto okamziku
dosahuje maximalni hodnoty. Pti dal§im zvétSeni tlaku polomér bubliny prudce roste, bublina
se stava nestabilni a odtrhne se [14].

TN

Pressure
hemisphere —
max. Pressure

Time

L g

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 vyuzivaji pro studium vyrazné€ nerovnovaznych stavi povrchovych vrstev
kapalin a rychlosti ustavovani rovnovazné struktury jejich povrchu. Do této skupiny metod
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patii napiiklad metoda oscilujiciho paprsku. Proud kapaliny je vypoustén z eliptického valce
do vzduchu nebo druhé kapaliny. Pasobenim povrchovych sil se snazi dodat paprsku tvar
valce skruhovym prafezem. Metoda nachazi uplatnéni pii méfeni rychlych zmén
povrchového napéti [14].

Podle vyse uvedeného déleni patii 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 nove vznikajici povrch pfi tvorbé bubliny. Pokud se ale

bubliny tvoti dostatecné 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 atokovymi vlastnostmi.
Zjednodusené teCeno, reologie je nauka o toku. Tok muUzeme povazovat za zvlastni druh
deformace, vedle deformace elastické a plastické, ktery je dobife pozorovatelny zejména
u kapalin. Tok oznaCujeme také pojmem viskozni deformace. Pasobenim vnéjsi sily se
deformace stale zvétSuje, pri¢emz rychlost zvétSovani této deformace je imérna pusobici sile.
Predstava toku kapaliny jako pohybu po sobé se posouvajicich myslenych vrstev hmoty se
vyjadiuje newtonskym viskozitnim zakonem:

T

n=~ (6)
}/’

=2 ™
A’

T:n-D’ (8)

(r je te¢né napéti [N'm™ = kg'm'-s? = Pal, F je sila vyvolavajici deformaci, A je plocha, y 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 Newtonuv zakon. Pfevazné to jsou roztoky
nizkomolekularnich latek a Cisté kapaliny, protoze pii deformaci se jejich molekuly v roztoku
vzajemné neovliviiuji, dochazi jenom k zanedbatelnym interakcim mezi Casticemi.
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Se zvySujicim se teCnym napétim se neméni viskozita a teCné napéti je linearné 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].

|

O — = - - -

D D

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

2.5.2 Nenewtonské kapaliny

Tyto kapaliny se nefidi vySe uvedenym Newtonovym zakonem viskozity. Patii sem
disperzni soustavy koloidni i heterogenni, to znamena polymerni roztoky, soli, suspenze,
pasty apod. Nelze pro né stanovit jedinou hodnotu viskozity, ktera 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 napfiklad natérové hmoty. Tyto kapaliny prakticky
okamzité snizuji svou viskozitu pfi zvySujici se smykové rychlosti, na rozdil od plastickych
kapalin [18].

K dilatantnim kapalinam patii naptiklad vysoce koncentrovana Skrobova suspenze. Tyto
kapaliny zvySuji svou viskozitu pii zvySujici se smykové rychlosti [18].

U plastickych kapalin dochazi k toku az po prekroceni urcitého prahového smykového
napéti, tzv. meze toku (kluzu). Do této skupiny kapalin patii Binghamské kapaliny.
Jsou to kapaliny s elastickou slozkou deformace. Pod hodnotou meze toku miZou mit
i elastickou slozku deformace. Patfi k nim napiiklad 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) Dilatanmi b) Newtonska c) Pseudoplasticka d) Plasticka (Bingham)
e) Plasticka.

2.5.3 Tixotropie a reopexie

Tixotropie a reopexie patii k dal§im projevim tokového chovani nenewtonskych kapalin.
Ke zménam vnitini struktury dochazi vlivem ¢asového ptasobeni deformace. To ma dopad i na
makroskopické chovani tekutiny. U tixotropnich klesa viskozita sdobou pusobeni
mechanického zatizeni. Patii sem napfiklad natérové hmoty, laky, které se po delsim plisobeni
Stétce snaze roztiraji a po skonceni roztirani nestékaji. U reopexnich roste viskozita s dobou
pusobeni napéti. Brani tak dalS$im deformacim. Piikladem reopexni latky je vysoce
koncentrovana vodni suspenze Skrobu [18].

2.54 Oscilacni testy

Oscilacni testy se pouzivaji pro zkoumani vSech druhd viskoelastickych materialt,
od nizko-viskoznich 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 testd jsou popisovany na modelu dvou desek. Tlacna ty¢ je
excentricky pfipojena jednim koncem k pohybujicimu se kolu a druhy konec je piipevnén
k horni oscilujici desce. Spodni deska je stacionarni. Vzdalenost mezi deskami uréuje mezera
stithu. Pokud se kolo otaci, horni deska osciluje dopiedu a dozadu a jeji pohyb zptsobuje
stithani vzorku, ktery je umistén mezi dvéma deskami. Podminkou je, aby se vzorek
deformoval homogenné v celém smykovém rozsahu anevytvarel zadné nehomogenni
plastické deformace. Druhou podminkou je, aby vzorek pfilnul k obéma deskam
bez jakychkoliv protiskluzovych ucinki. Vzorek muze vykazovat elastické, viskozni nebo
viskoelastické chovani. Sledovanymi veli€inami jsou v tomto pfipadé komplexni modul,
ztratovy uhel, elasticky modul a visk6zni modul. Komplexni modul G [Pa] podava informace
o 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 a souvisi 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 zmeénou deformacni energie. Z té€chto velicin pak ziskdvame ztratovy uhel, ktery

vyjadiuje pomér mezi pameétovym a viskoznim modulem dle vztahu:
GII

tand —
G (10)

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

Elastic solid

Strain k=T P
Stress k== > _g—
| g, \—‘>-<’-/
Viscous fluid S 0
Strain k= N
Stress }
e - :;Jl” =N
Viscoelastic material S /2

Strain

Stress —— e —— P

Obr. 10: Chovadni materialu pri oscilacnich testech.

2.6 Povrchova reologie

Metoda, ktera zkouma déje (deformace), které probihaji na fazovych rozhranich dvou riznych
prostiedi. Nejcast€ji jde o mezifazové rozhrani zkoumana kapalina/vzduch, ale mize byt
i rozhrani dvou nemisitelnych kapalin. Tyto mezifazové techniky jsou rozdéleny na ptimé
a neptimé. Principem nepfimych metod je analyza obrazu sledovanych castic, které se nachazi
vtom povrchu, zatimco pfimé metody jsou =zalozeny pfimo na méfeni posunu,
nebo krouticiho momentu sondy, ktera je umisténa v daném rozhrani [20].

Jelikoz jde o velmi uzké rozhrani dvou tekutin (cca 1 mm), je potfeba pouziti velice citlivé
geometrie ataké pfistroje, ktery je schopen zaznamenat nizké tocivé momenty. I v tomto
ptipadé je pouzivana geometrie Du Noiy. Jedna se o velmi citlivou geometrii, kterd je
schopna dostatecné presné odecitat viskozity povrchu. Jde o platinovo-iridiovy krouzek,
ktery je vysoce odolny a nereaktivni témef vuci vSem chemickym latkam. Pied kazdym
pouzitim je potieba krouzek smocit v zfedéné kyseliné chlorovodikové a nasledné
vyzihat plamenem plynového kahanu, z divodu odstranéni nezadoucich necistot [21].

Povrchova reologie se vyuziva v Siroké Skale technickych aplikaci, zejména u koloidnich
systému jako jsou pény nebo emulze. Chovani mezifazového toku téchto systému je fizeno
pfitomnosti povrchové aktivnich latek, proteind, lipid(, makromolekul a ¢astic v mezifazové
vrstve, které se tvori v dusledku adsorpce aktivnich latek v mezifazové vrstvé popiipadé
tvorbou nerozpustnych amfifilnich latek. Prekvapivé ale je, ze i vzhledem k riznorodosti
vyuziti povrchové reologie je stdle malo vyvinuta v porovnani sjinymi reologickymi
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metodami. NedostateCna vyvinutost této meéfici techniky mize byt zplisobena zejména
obtiznou reprodukovatelnosti namétenych dat [20].

2.7 Turbidimetrie

Turbidimetrie je optickd metoda, ktera se zabyva méfenim zékalu (turbidity). Nejcastéji se
meéfi kapalné roztoky, které jsou davkovany do kyvet. Pti turbidimetrickém méfeni se sleduje
pokles intenzity zafeni, které dopada na detektor v poméru se zafenim, které vychazi ze
zdroje. Je to z toho divodu, ze Cast zafeni, které dopada na vzorek, je vzorkem absorbovano,
Cast zafeni se rozptyli do sméri odliSnych od osy zafeni a ¢ast zareni 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

turbidimetrie

vzorek

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

3.1 Chemikalie

K vyzkumu byla pouzita kyselina hyaluronova, vyrobena firmou Contipro Group s.r.o.,
Dolni Dobroué, Ceska republika. Pii praci byly pouZity vzorky molekulovych hmotnosti
90-130 kDa a 1500-1750 kDa. Molekulové hmotnosti byly garantovany piimo firmou
Contipro Group s.r.o. Dale byla k pfipravé roztokt kyseliny hyaluronové a albuminu pouzita
voda MILI-Q pfipravena v laboratofi Fakulty chemické VUT v Bmé. Pro piipravu roztoka
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, hydrogenfosforecnanu disodného a MILI-Q vody.

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Priprava roztoku

Vsechny potiebné roztoky byly pfipravovany v MILI-Q vodé€. Pro pufr se pouzily roztoky
kyseliny citronové a hydrogenfosforecnanu disodného. Po promichani byly roztoky dale
pouzity pro pripravu citratovo-fosfatového pufru o pH ptiblizné 4, tento pufr byl oznacen jako
surovy pufr. Roztoky kyseliny citronové a hydrogenfosforeCnanu disodného byly
pfipravovany stejnym zpisobem. Nejdfiv byla navazena potfebna navazka kyseliny citronové
nebo hydrogenfosforecnanu disodného na analytickych vahach. Pak byly tyto navazky
kvantitativné pievedeny do odmérnych ban€k. Roztoky byly ponechany na magnetické
michacce po dobu jedné hodiny. Vysledna koncentrace roztoku kyseliny citronové byla 0,1 M
a hydrogenfosforecnanu disodného 0,2 M.

Pred piipravou pufru byl pH-metr nakalibrovan dle navodu vyrobce. Pro kalibraci byly
pouzity standardni kalibracni pufry od firmy Mettler Toledo o pH 2,00; 4,01 a 7,00. Samotny
pufr se pfipravoval postupnym piidavanim hydrogenfosforecnanu disodného do urcitého
objemu kyseliny citronové za stilého 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 vzork na méfeni.

Zasobni roztoky kyseliny hyaluronové a albuminu byly pfipravovany nasledujicim
zpusobem. Nejdfiv byla navazena navazka potiebného biopolymeru na analytickych vahach.
Poté byla navazka postupné po ¢astech pridavana do uréené¢ho mnozstvi MILI-Q vody. Tento
proces probihal tak, ze do zasobni lahve byla vzdy napipetovana ¢ast MILI-Q vody,
a nasledné byla prisypana ¢ast biopolymeru. Roztoky byly michany na magnetické michacce.
Timto zptsobem aplikace bylo zajisténo prevrstveni toho biopolymeru a tim i rovnoméme;jsi
rozlozeni po celém objemu michaného roztoku. Vrstveni roztoku se provadélo i z divodu
eliminace vzniku pocate¢nich shlukli biopolymeru, které by pak byly obtizn€ji rozpustitelné.
Po pridani veskeré navazky biopolymeru do roztoku byla vazenka opét zvazena na
analytickych vahach. Timto zptsobem bylo zjisténo, kolik biopolymeru ulpélo na sténach
vazenky. Pro zajisténi dostatecné homogenity roztokli, byly roztoky ponechany na
magnetické michacce do dalsiho dne (pfiblizn€ 24 hodin) pfi laboratorni teploté. Po ukonceni
michani byly roztoky uchovavany v lednicce, aby nedochazelo k degradacnim procesum.
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Rozdil v pfipravé hyaluronanu a albuminu spocival jenom v tom, ze hyaluronan bylo tifeba
pred pfipravou roztokil vysusit v susarné po dobu 30 minut pfi 90 °C kvili snizeni obsahu
vody. Potfebna koncentrace pfipravovanych zasobnich roztokd kyseliny hyaluronové byla
8 g/l a4 g/l potiebna koncentrace pripravovanych zasobnich roztoki albuminu byla 20 g/l
a 40 g/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 roztoki s vyslednymi koncentracemi. Vysledné roztoky byly posléze
ptipravovany tak, ze roztoky HA nebo BSA o polovi¢ni koncentraci byly natfedény pufrem
1:1 podle potfebné vysledné koncentrace.

Tab. 1: Vysledné koncentrace viech roztokii.

Konstantni koncentrace HA Konstantni koncentrace BSA
[1 g1 [5gl"]
10 2
< <
% 5 = 1
3 2 3 0,5
® = g =
,E = 1 = = 0,2
g 0,75 S 0,1
e
Z 0,5 ¥
0,25

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

Reometrické meétfeni povrchové reologie a povrchového napéti bylo vyuzito ke studiu
vyskytu a charakteristiky interakci mezi hyaluronanem a hovézim sérovym albuminem. Pro
meéfeni povrchovych reologickych vlastnosti byla pouzita citliva geometrie Du-Noiiy, tedy
platinovo-iridiovy krouzek. Vzorky byly opét ponechany k vytemperovani pti laboratorni
teploté alespoi hodinu pfed méfenim v laboratofi. MeziCasem byl pfistroj nakalibrovan
a pfipraven na meéfeni. To znamend, ze byla nastavena nulova poloha pomoci specialniho
nastavce pripojeného na méfici geometrii do mista, kam se umistuje Pt-Ir krouzek. Po
nastaveni nulové polohy byl specialni nastavec vymeénen za krouzek Du-Noty. Poté byla na
desku reometru umisténa nadobka se vzorkem. Mefici poloha krouzku byla manualné
nastavena tak, aby byl krouzek umistén do povrchové vrstvy zkoumaného vzorku. Aby bylo
zabranéno odparovani zkoumaného roztoku byla do meéficiho prostoru reometru vlozena
nadobka s pufrem a cely méfici prostor byl zakryt plastovym krytem. Po ukonceni kazdého
meéteni byl krouzek Du-Noiy vycistén 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 oscilac¢nich testech
dochéazi k tomu, ze se méfici geometrie vychyluje z pocatecni polohy stfidavé 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 meéfeni probihalo tak,
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ze nejdfiv bylo tfeba vzorek nechat 2 minuty vytemperovat na 25 °C v kroku, ktery se nazyval
Conditioning. Pak byly provadény dva ¢asové oscilacni testy. Prvni oscilacni test probihal po
dobu 15 minut a méfici geometrie se vychylovala s konstantni tthlovou rychlosti 1 rad/s,
velikost vychylky byla 0,5 %. Druhy oscilacni 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 Casovych oscilacnich testi nasledoval opét krok zvany Conditioning o délce
5 minut. Tento krok se vkladal mezi Casové a frekvencni testy z divodu relaxace vzorku, aby
vzorek uz nebyl zatizen mechanickym zatizenim pifi Casovych oscilanich testech.
Po relaxacnim kroku nasledoval frekvencni test, pfi kterém méfici geometrie oscilovala opét
s velikosti vychylky 0,5 % araznou rychlosti v intervalu 10-0,05rad/s. Po skonceni
frekvenéniho testu byla geometrie ociSténa v roztoku 6 % kyseliny chlorovodikové.
Po vycisténi geometrie byl udélan jesté jeden frekvencni test se stejnym vzorkem. Rozdil byl
jenom v tom, ze relaxacni krok pred frekvencénim 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] [%]
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

I navzdory velké ¢asové naroCnosti byly tyto testy provedeny se vSemi roztoky.

Obr. 12:Mé¥ici systém pro povrchovou reologii.
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3.2.3 Meéreni tenziometrie metodou Du Noiiy

Tenziometrické méfeni povrchového napéti bylo wvyuzito ke studiu vyskytu
a charakteristiky interakci mezi hyaluronanem a hovézim sérovym albuminem. Pro méfeni
povrchovych vlastnosti byla pouzita stejnad geometrie, Du-Notiy. Toto méfeni bylo provadéno
podobné jako reologické méfeni, ale hlavnim rozdilem mezi témito metodami byl smeér
pohybu platinovo-iridiového krouzku Du-Notuy. Pfi reologickém méfeni se krouzek
pohyboval do stran a pii tenziometrickém méfeni ve sméru kolmém k povrchu. Dalsi rozdil je
v tom, ze pii tenzometrickém meéfeni se sleduje sila, se kterou se musi krouzek oscilovat.

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

3.2.4 Meéreni tenziometrie metodou maximalniho pretlaku v bubliné

Jesté pred zaCatkem méfeni bylo tieba nechat roztoky vytemperovat na laboratorni teplotu
a provést autokalibraci pfistroje, aby se zjistilo, zda pfistroj 1 kapilara dobtfe funguji.
Autokalibrace pfistroje byla provadéna s destilovanou vodou. Zéakladni technické parametry
pro tenzimetr BPA-800P jsou:

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

Rozsah povrchového napéti 10 — 100 mN/m
Ptesnost stanoveni + 0,1 mN/m
Citlivost 1+ 0,25 mN/m
Meéfitelné Casove rozmezi 1I0ms—10s
Teplotni rozmezi 0-90°C

Povrchové napéti bylo méfeno metodou maximalniho pretlaku v bublingé, to znamena, ze
byl méfen pretlak p na konci kapilary, ktera byla ponofena pod hladinu roztoku, ve kterém
se vytvarely bubliny plynu (vzduchu). Maximalniho pfetlaku v bubliné bylo dosazeno, kdyz
byl polomér bubliny rovny poloméru kapilary. Povrchové napéti je pfistrojem automaticky
vypocitano podle vztahu:

., P
r=r 2 (11)
pficemz y je povrchové napéti, r je polomé&r bubliny, P je pfislu$ny tlak a fje korek¢ni faktor
pro kapilary o poloméru mensim nez 0,1 mm. Pfislusny tlak odpovida vztahu:

P:PS_PH_PD, (12)

kde Ps je nejvyssi naméfeny tlak v bublin€, Py je hydrostaticky tlak a Pp je tlak odporu
vzduchu. Tyto tenziometry jsou pii meéfeni povrchového napéti schopny zohledriovat
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i viskozitu roztokd a hydrostaticky tlak. V laboratorni praxi jsou hojné vyuzivany zejména
diky jejich prostorové nenarocnosti a diky tomu, ze jsou jednoduché na pouzivani [23].

Samotné méfeni bylo provadéno standardni metodou, to znamend, Ze Cas potfebny pro
tvorbu bubliny (respektive pratok vzduchu) se meénil od 10 ms do pfiblizn€ 10 s. Pfiblizna
doba experimentu byla 20 minut. Doba experimentu zavisela na viskozité roztokda,
pfi viskoznéjsich roztocich byla doba experimentu o néco delsi.

Obr. 13: Mérici systém pro tenziometrické méreni maximdlniho pretlaku v bubliné.

3.2.5 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 koncentracni fada
albuminu. Koncentra¢ni fada hyaluronanu byla méfena na pfistroji Varian Cary 50 z davodu
poruchy lampy na pfistroji HITACHI. M¢étilo se v kiemennych kyvetach v rozmezi vinovych
délek 700-250 nm, opticka délka kyvety byla 1 cm arychlost scanu byla zvolena na
300 nm/min. Detektorem pak bylo detekovano zafeni prochazejici vzorkem, které se
porovnavalo se zarfenim vychazejicim ze zdroje. Jesté predtim, nez mohlo probihat méfent,
bylo tfeba vSechny roztoky odstfedit. Roztoky byly odstfed’ ovany po dobu 30 minut rychlosti
4 000 ot./min z diivodu 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 ul Sudanu IIT v acetonu. Aceton byl nasledné odparen v digestofi,
tim bylo dosazeno 2 mM koncentrace Sudanu IIl. Nésledné¢ bylo do téchto vialek
napipetovano 5 ml roztoki vzorkt a vialky byly do dalSiho dne ponechany na tfepacce
pti laboratorni teploté. Nejprve byla zméfena zakladni Cara tzv. , baseline” na vzorku pufru,
ve kterém byly pfipraveny vzorky. Posléze byla zméfena absorbance vSech vzorkd (téch
ptvodnich 1téch se Sudanem III). Pro vyhodnoceni turbidity byly pouzity hodnoty
absorbance pii vinové délce 400 nm, pii které BSA neabsorbuje.
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Obr. 14: Fotografie koncentracni fady HA vzorkii se Sudanem 111 po odstredeént.

3.3 Vyhodnoceni namérenych dat

3.3.1 Vyhodnoceni reologie

Pro vyhodnoceni nameéfenych hodnot jednotlivych roztoki koncentracni fady albuminu
i koncentracni fady hyaluronanu byly pouzity programy TA Data Analysis od firmy
TA Instruments a MS Excel. Pfi vyhodnocovani Casovych oscilacnich testi byla sledovana
zavislost komplexniho modulu |G"| nebo ztratového Ghlu & na Case. Z poslednich
cca 20 hodnot (hodnot, které se daly povazovat za ustalené) byl zhotoven prumér a byl
vypocitan variani koeficient a smérodatna odchylka pro ziskani rovnovazné hodnoty
komplexniho modulu a ztratového uhlu. Casova hodnota byla extrapolovana na nekoneéno.
Pti frekvencnich oscilacnich testech byl zhotoven primér obou méfeni a az tyto praimérné
hodnoty byly vynaseny do grafi. V programu TA Data Analysis bylo pomoci funkce QC
(Quality Control) ovéfovano o kolik procent se tyto dvé méfeni od sebe odliSuji. Bylo
zjisténo, ze nékteré mefeni se od sebe odlisujii 0 30 % a vice.

3.3.2 Vyhodnoceni tenziometrickych dat

Naméfena data pomoci tenziometrickych metod byly zpracovavany v programu MS Excel.
Byla sledovana 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 ¢asu 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 prameér a byl vypocitan variacni koeficient a smérodatna
odchylka pro ziskdni rovnovazné hodnoty povrchového napéti, coz bylo druhou
vyhodnocovaci metodou. Pro tenziometrickou metodu pomoci tenziometru KSV Sigma 701
se dalo pouzit pro vypocCet pruimeémé hodnoty vice hodnot, ale pii tenziometrické metode
pomoci tenziometru BPA-800P nebylo tolik ustalenych hodnot, a proto se pro vypocet
pruméru dalo pouzit maximalné 10 hodnot.
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3.3.3 Vyhodnoceni turbidimetrie a UV-VIS spektrofotometrie

Nameétena data pomoci turbidimetrie 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 vinové 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 nasolubilizovaného barviva ve vzorku. Hodnoty absorbanci byly
vynaseny do grafti v zavislosti na koncentraci danych vzorku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujicich odstavcich, tabulkach a grafech jsou uvedeny vysledky ziskané v méfeni
daném rozsahem této prace, vCetné diskuze k jednotlivym vysledkam.

4.1 Reologické méreni

Vysledky méfeni povrchové reologickych vlastnosti roztoki koncentracni fady albuminu
i koncentracni fady hyaluronanu jsou uvedeny v nasledujicim odstavci. Naméfena data byla
zpracovana v programu TA Data Analysis od firmy TA Instruments anésledné shrnuta
do tabulek a grafii v programu MS Excel.

Pti povrchové reologii byly zkoumany vlastnosti mezifazového rozhrani vzduch/ zkoumany
roztok. Z naméfenych dat z oscilacnich testd byly vybrany hodnoty komplexniho modulu
|G"| a ztratového Ghlu & pro dvé oscilaéni frekvence 1 rad/s a 0,1 rad/s (viz piiloha Tab. 4
a Tab. 6). Byly porovnavany hodnoty komplexniho modulu nebo ztratového uhlu ze vzorka
albuminu v pufru va¢i vzorkim albuminu s vysokomolekularnim  hyaluronanem
nebo nizkomolekularnim hyaluronanem.

Z naméfenych dat uvedenych v Tab. 4 vyplyva, ze hodnoty komplexnich modula roztoka
albuminu se zna¢né lisi od hodnot komplexnich modula roztoki albuminu s hyaluronanem.
Z toho lze usuzovat, ze mezi albuminem a hyaluronanem dochézi k interakcim. Tyto interakce
vznikaji mezi karboxylovou skupinou vézanou v molekule HA nesouci zéporny naboj
a albuminem, ktery se na HA vaze pomoci kladného naboje nachazejiciho se na atomu
dusiku. Z vétsi casti jde o elektrostatické interakce, 1 kdyz dochazi 1k hydrofobnim
interakcim [12, 13]. Roztoky s nizkymi koncentracemi albuminu i hyaluronanu byly obtizné
mefitelné a reprodukovatelnost meéreni nebyla téméf mozna, pravdépodobné z davodu
nestability povrchu roztoki. DalSim problémem mohla byt nizka elasticita roztokd,
a proto byly vysledky pfilis rozptylené. Odlisnosti ve vysledcich mizou byt, a pravdépodobné
také jsou, zpusobeny odliSnym zpusobem piipravy roztokd. Nejvétsi interakce je mozné
zaznamenat pravdépodobné kolem koncentrace BSA 1 g/l akoncentrace HA 0,21 g/l
(u vysokomolekularniho hyaluronanu). Roztoky s nizkomolekularnim hyaluronanem byly
obtizné¢ mefitelné a mefeni bylo neékdy treba zopakovat i vicekrat, zejména u nizkych
koncentraci hyaluronanu nebo albuminu.

Z naméfenych hodnot ztratovych uhla je vidét, ze povrch roztokl je elasticky, protoze
hodnoty ztratovych ahla jsou pod 45° (viz piiloha Tab. 4 a Tab. 6). Nejvic elasticky povrch
snejvyssi mechanickou odolnosti maji roztoky snejvy$simi koncentracemi BSA.
Pii koncentraéni fadé hyaluronanu to ale neni tak jednoznacné, protoze u roztoku
s vysokomolekularnim hyaluronanem mé nejvyssi elasticitu roztok o nejniz§i koncentraci
hyaluronanu a u nizkomolekularniho hyaluronanu trend neni Uplné jednoznaény, protoze
hodnoty ztratovych uhli jsou hodné podobné (viz Tab. 4).
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Tab. 4: Hodnoty komplexniho modulu \G*| a ztrdatového tihlu delta v zdvislosti na koncentraci
albuminu nebo hyaluronanu pri oscilacni frekvenci 1 rad/s.

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
SaSATl | 16 Pl 5[l 1G° [Pa] 5[l
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 # °
BSA [g/1] |G | [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
Koncentrace # ° # °
HA [&] G| [Pa] 5 [ |G| [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 vysledka frekvencnich testd pro koncentracni fadu albuminu
s vysokomolekularnim hyaluronanem. Z grafu je patrné, ze roztok s nejvyssi koncentraci ma
nejvy§si 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 vzorki.
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Obr. 15: Graf zavislosti komplexniho modulu |G*| na uhlové frekvenci pro koncentracni radu
albuminu s vysokomolekuldrnim hyaluronanem. Koncentrace hyaluronanu byla konstantni
1 g/l

V grafu na Obr. 16 je ukazka vysledka frekvencnich testl pro koncentracni fadu albuminu
v pufru a koncentracni fadu albuminu s vysokomolekularnim hyaluronanem. V grafu jsou
uvedeny vysledky z prvniho méfeni vzorku a je vidét, Ze se tyto méfeni od sebe lisi. Z grafu je
patrné, ze po pridavku hyaluronanu vzroste hodnota komplexniho modulu proti vzorkim
samotného albuminu v pufru (uobou koncentraci), coz je trochu zvla§tni, protoze
z predbéznych nepublikovanych vysledka (kdy Slo o roztoky HA a BSA ve vod€) mély kiivky
odlisny trend, po pifidavku HA se snizila odolnost i elasticita povrchu. Z nasich vysledki ale
vyplyva, ze povrchy vzorka s hyaluronanem maji vétsi mechanickou odolnost a pevnost.
Odlisnost méfeni muze byt zpusobena odlisSnou piipravou vzorkt, odliSnym prostiedim atd.
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Obr. 16: Zavislost komplexniho modulu |G*| na uhlové frekvenci pro koncentracni radu
albuminu v pufru a koncentracni Fadu albuminu s vysokomolekuldrnim hyaluronanem.
Koncentrace hyaluronanu byla konstanini 1 g/l.
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V grafu na Obr. 17 je ukazka vysledkt Casovych oscilacnich testl pro koncentracni fadu
albuminu v pufru. Z téchto vysledki také lze usuzovat, Zze povrchy roztokd s vyssi
koncentraci maji vétsi mechanickou odolnost a pevnost. Pfi roztocich s vyssi koncentraci
BSA/ HA je povrch stabilni a stabilita se neméni, avSak pfi niz§ich koncentracich BSA/ HA
se stabilita povrchti méni, az se postupné blizi k né€jaké rovnovazné hodnoté.
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Obr. 17: Graf zavislosti komplexniho modulu |G*| na case (casovy oscilacni ftest)
pro koncentracni Fadu albuminu v pufru.

V grafu na Obr. 18 a Obr. 19 jsou grafy zavislosti rovnovaznych hodnot komplexnich
moduli na koncentraci BSA/ HA pfi oscilacni frekvenci 1 rad/s. Rovnovazné hodnoty byly
ziskany z vysledk Casovych oscilacnich testd. Z ustalenych hodnot byla ziskana primeérna
hodnota komplexnich modulii (nebo ztratovych uhll (viz pfiloha)), nasledné byl vypocitan
variacni koeficient a smérodatna odchylka. V prvnim grafu je vidét, ze hodnoty komplexnich
modult jsou pii nejvyssi koncentraci témef stejné pro vSechny koncentracni fady albuminu
amoc se neli§i, ale postupné se snizujici se koncentraci albuminu dochazi k vétsim
odlisnostem, zejména u koncentracni fady albuminu s nizkomolekuldrnim hyaluronanem.
Z tohoto grafu lze usuzovat, Ze roztoky s nizkomolekularnim hyaluronanem se vyznacuji niz§i
mechanickou odolnosti a pevnosti nez roztoky albuminu bez hyaluronanu, ale u roztoku
s vysokomolekularnim hyaluronanem to neni tak jednoznacné. Z druhého grafu, kde jsou
porovnavany koncentracni fady hyaluronanu ale vyplyvaji pon€kud protichidné vysledky.
Z tohoto grafu je vidét, ze uroztokd s nizkomolekularnim hyaluronanem se hodnoty
komplexnich modulii pfili§ neméni v rozsahu celé koncentracni fady, ale u roztoki
s vysokomolekularnim hyaluronanem hodnoty komplexnich modulti postupné klesaji
s klesajici koncentraci roztoki. Z grafu se da jesté usoudit, ze povrchy roztoka
s nizkomolekularnim hyaluronanem maji vyssi mechanickou odolnost a pevnost.
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Obr. 18: Graf zdvislosti rovnovaznych hodnot komplexniho modulu |G*| na koncentraci BSA
pri oscilacni frekvenci 1 rad/s pro 3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekuldarniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekularniho HA). Koncentrace HA byla
konstantni 1 g/l.
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Obr. 19: Graf zdvislosti rovnovdznych hodnot komplexniho modulu |G*| na koncentraci HA
pri oscilacni frekvenci 1 rad/s pro 2 koncentracni tady (vysokomolekularni HA s BSA
a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstanini 5 g/I.

Na Obr. 20 a Obr. 21 jsou grafy zavislosti rovnovaznych hodnot komplexnich modul na
koncentraci BSA/ HA pfti oscilacni frekvenci 0,1 rad/s. Rovnovazné hodnoty byly ziskany
z vysledki cCasovych oscilaénich testi podobné jako v predchozim piipadé. Vysledky
v prvnim grafu odpovidaji piiblizné 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 li§i se zejména u nizkych koncentraci hyaluronanu. Pfi vysSich koncentracich se da fict, ze
se vysledky shoduji. Rozdilnost vysledka u nizkych koncentraci muze byt zpisobena i tim,
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ze roztoky s nizkymi koncentracemi byly obtizné meéfitelné, tudiz vysledky téchto meéteni
nemusi byt zcela presné.

1
OBSA v pufru
A BSA+konst.HA(v)
0,1 - A
@ BSA+konst.HA(n)
©
e ]
S O N ¢ O
. 4
0,001 -
0,0001 T T T T
0 2 6 8 10

koncentrace BSA (g/l)

12

Obr. 20: Graf zdvislosti rovnovaznych hodnot komplexniho modulu |G*| na koncentraci BSA
pri oscilacni frekvenci 0,1 rad/s pro 3 koncentracni Fady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekularniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekuldrniho HA ). Koncentrace HA byla

konstantni 1 g/l.
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Obr. 21: Graf zdvislosti rovnovaznych hodnot komplexniho modulu |G*| na koncentraci HA
pri oscilacni frekvenci 0,1 rad/s pro 2 koncentracni vady (vysokomolekularni HA s BSA
a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstanini 5 g/I.
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4.2 Meéreni povrchového napéti metodou maximalniho pretlaku v bubliné

V grafu na Obr. 22 jsou uvedeny vysledky tenziometrického métfeni povrchového napéti.
Z grafu je patrné, ze vysledky jednotlivych koncentratnich fad se znacné lisi.
U koncentracnich fad albuminu a albuminu s nizkomolekularnim hyaluronanem se povrchové
napéti se snizujici koncentraci zvySuje. VEtsi zmény povrchového napéti se vyskytuji
v roztocich s nizkomolekularnim hyaluronanem nez pifi roztocich samotného albuminu
v pufru. Je to zfejmé, protoze HA snizuje sorpci BSA na povrch bublin. U koncentra¢ni fady
albuminu s vysokomolekularnim hyaluronanem je ale prubéh opacny 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.
Odlisnosti ve vysledcich mizou byt zapfiinény odliSnym zpisobem piipravy roztoka.
Z vysledka se ale da usoudit, ze mezi albuminem a hyaluronanem dochazi k interakcim.

V grafu na Obr. 23 je uveden graf pro koncentra¢ni fady hyaluronanu. V tomto piipad¢ je
vidét, ze povrchové napéti je vyssi u vzorka s vysokomolekularnim hyaluronanem. Dale je
z grafu patrné, Ze v tomto piipadé se v obou pripadech povrchové napéti zvySuje se snizujici
se koncentraci hyaluronanu. Ztoho Ize usuzovat, ze vysokomolekuldrni hyaluronan ma
pravdépodobné vice volnych vazebnych mist pro interakce s albuminem, a proto je mozné
zaznamenavat vys$§i hodnoty povrchového napéti. Koncentraéni 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 koncentracnich fad HA, je to logické, protoze hyaluronan zpomaluje sorpci BSA z povrchu
roztokl na povrch bublin.
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Obr. 22: Graf zdvislosti rovnovdzné hodnoty povrchového napéti na koncentraci BSA pro
3 koncentracni Fady (BSA v pufru, BSA s pridavkem vysokomolekuldrniho HA, BSA
s pridavkem nizkomolekuldarniho HA). Koncentrace HA byla konstantni 1 g/l.
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Obr. 23: Graf zavislosti rovnovazné hodnoty povrchového napéti na koncentraci HA pro
2 koncentracni fady (roztoky vysokomolekularniho HA s BSA a roztoky nizkomolekuldrniho
HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstanmi 5 g/l.

4.3 Meéreni povrchového napéti metodou Du Noiiy

V grafu na Obr. 24 jsou uvedeny vysledky tenziometrického méfeni povrchového napéti
metodou Du Noty. Z grafu je patné, ze povrchové napéti u nejvyssi koncentrace BSA je
témér stejné pro vSechny koncentra¢ni fady, pak az pii nizSich koncentracich BSA se hodnoty
povrchovych napéti zacinaji lisit. Z toho lze usoudit, ze pii koncentraci BSA 10 g/l spolu HA
a BSA sice interaguji, ale nema to uz zadny vliv na povrch roztok a tudiz ani na zmény
povrchového napéti. Na rozdil od predchozi tenziometrické metody v tomto pfipadé nastava
mirny vzrust povrchového napéti do koncentrace BSA 5 g/l a pak se hodnoty povrchového
napéti zacCinaji se snizujici koncentraci BSA snizovat ve v§ech koncentrac¢nich fadach. Tudiz
se da usoudit, ze pii vyssi elasticité povrchu je vyssi 1 povrchové napéti. Prili§ rozptylené
vysledky u nizkych koncentraci albuminu mazou byt zptisobeny i tim, ze hyaluronan vychytal
vSechen albumin z povrchu roztoku do jeho objemu, a tim padem vyrazné zmeénil stabilitu
povrchu a povrchové napéti.

V grafu na Obr. 25 je uveden graf pro koncentraéni fady hyaluronanu. Z naméfenych dat
lze usoudit, Ze po dosazeni minimalni pocatecni koncentrace hyaluronanu 0,1 g/l dochazi
k mirnému nartstu povrchového napéti az do koncentrace 0,2 g/, poté nasleduje mirny pokles
hodnot povrchového napéti a poté opé€t mirny narust pii koncentraci 2 g/l. Z vysledku je ale
patrné, ze HA nema az taky vyrazny vliv na zménu povrchového napéti, protoze celkové se
hodnoty pfili§ neméni, 1kdyz k men§im zménam, pohybujicim se v rozmezi 1 mN/m,
dochazi. V tomto pfipadé je také vidét, ze povrchové napéti je vysSi u vzorka
s vysokomolekularnim  hyaluronanem. Takze ztohoto meéfeni také Ize usuzovat,
ze vysokomolekularni hyaluronan mé ziejmé vice volnych vazebnych mist pro interakce
s BSA, a proto je mozné zaznamenavat o néco vyssi hodnoty povrchového napéti.
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Obr. 24: Graf zdvislosti rovnovdzné hodnoty povrchového napéti na koncentraci BSA pro
3 koncentracni Fady (BSA v pufru, BSA s pridavkem vysokomolekuldrniho HA, BSA
s pridavkem nizkomolekuldarniho 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 tady (vysokomolekularni HA s BSA a nizkomolekuldrni HA s BSA).
Koncentrace BSA byla konstantni 5 g/l.

V grafu na Obr. 26 je znazornéno porovnani obou tenziometrickych metod na koncentracni
fadé albuminu v pufru. Z tohoto grafu je ziejmé, ze vysledky hodnot povrchovych napéti jsou
vy$§i pfi meéfeni povrchového napéti metodou maximalniho pretlaku v bubling. Vyssi
povrchové napéti je ziejmeé zpusobeno tim, Ze povrchove aktivni latky, které se v roztocich
nachazeji, se nestaci sorbovat z povrchu roztokti na povrch bublin, protoze nemaji tolik Casu,
aby se sorbovaly na povrch bublin s ohledem na kratky Cas zivota bublin.

36



® BSA_KSV Sigma 701
£ 0 o0 @ BSA_BPA-800P
S~
2
E 58 - o
= [ 1Y ([ ] o
‘2
© 56 -
<
N
3
< 54 -
2
>
<) o
a J o0
52 o0 P
50 o
0 2 4 6 8 10 12
koncentrace BSA (g/1)

Obr. 26: Graf zdvislosti povrchového napéti na koncentraci BSA pro koncentracni radu
albuminu v pufru.

4.4 Turbidimetrické a UV-VIS méreni

Pii turbidimetrickém a UV-VIS méfeni byly ziskany hodnoty absorbanci vSech roztoku
vSech koncentracnich fad. Hodnoty absorbanci roztokii 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 (vinova délka,
pii které albumin neabsorbuje) a 510 — 530 nm (maximalni absorpce Sudanu III). Do graft
byly vynaseny zavislosti absorbanci na koncentraci danych vzorkl. Z naméfenych dat
vyplyva (Obr. 27), ze absorpce Cistého albuminu v pufru je pfimo umérna jeho koncentraci,
ale pfi vysSich koncentracich uz neplati Lambert-Beertiv zakon, protoze trend uZz neni
linearni. U vzorkl s pfidavkem vysokomolekularniho HA dochazi ke zvyseni absorbance,
coz muze byt zpusobeno vysokou turbiditou. V roztocich se pravdépodobné vytvaii komplex
o urCité energii avypada to tak, ze hyaluronan zhasi molekuly BSA, zejména u vzorku
s nizkomolekularnim hyaluronanem. U vSech méfeni (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 zpuisoben 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 namérenych
hodnot usuzovat, ze k interakcim mezi HA a BSA dochazi s nejvétsi pravdépodobnosti
u vzorkl s koncentracemi od 0,5 g/l do 5 g/l. V tomto koncentracnim rozmezi ziejmé dochazi
k vazani karboxylovych skupin v molekule HA salbuminem. Da se piedpokladat,
ze interakce se budou ve zvySené mife vyskytovat az po prekroCeni kritické koncentrace,
pii které je dosazeno vhodného prostorového usporadani HA a BSA v roztoku. VSechny
naméfené data byly zaznamenany do tabulek (Tab. 5 a Tab. 7) a vyneseny do grafi (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 solubilizacnich méfeni. Z vysledka Ize 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 1 solubilizace
Sudanu III. U roztokd, které obsahuji vysokomolekularni hyaluronan se da usoudit, ze se
nasorbuje vice Sudanu III, a proto se dosahuje vysSich hodnot absorbance, ale neda se to tak
jednoznacn€ urcit, protoze absorbanci zkresluje vysoka turbidita, ktera byla u téchto vzorku

namérena.

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

BSA v pufru
koncen[t;'glzll]c ¢ BSA Amax.BsA A400 nm Amax.sup 1
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[t;'glzll]c e BSA AmaxBsa A400 nm Amax.sup m
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[t;'glzll]c ¢ BSA Amax.BsA A400 nm Amax.sup 1
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 maximalni 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 + nizkomolekuldarni HA).
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Obr. 28: Zavislost absorbance pri 400 nm na koncentraci BSA pro 3 koncentracni rady (BSA

v pufru, BSA + vysokomolekuldrnim HA, BSA + nizkomolekuldarni HA).
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Obr. 29: Zdavislost maximdlni 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 + nizkomolekuldrni HA).
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5 ZAVER

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

Nejstézejnéj§i metodou ke zkoumani interakci mezi hyaluronanem a albuminem bylo
meéfeni povrchové reologie. Pro zjiSténi interakci byly porovnavany hodnoty, které byly
ziskany z méfeni samotného albuminu s hodnotami ziskanymi po piidavku hyaluronanu.
Naméfena data se velmi liSila, coz bylo zfejmé zplisobeno rozdilnym zplsobem pfipravy,
prostiedim a pravdépodobné rychlym starnutim povrchu vzorkl. Z reologického méfeni vsak
vyplyva, ze k interakcim dochazi. Pfedpoklad byl, ze |G*| a o by se mély snizit po ptidavku
hyaluronanu do roztoku, ale to se nam zcela nepotvrdilo, protoze hodnoty ztratovych ahlu
a komplexnich modulti nevykazovaly pravidelné klesajici trend a vysledky naméfenych dat
byly dost rozptylené. Ale samoziejmé se nam potvrdilo, ze HA ovliviiuje povrch téch roztoku
a dochazi kinterakcim. Nejveétsi interakce u koncentracni fady albuminu byly pozorovany
kolem koncentrace BSA 1 g/l a u koncentra¢ni fady hyaluronanu v rozmezi koncentraci HA
0,2-1g/l

Interakce mezi HA aBSA se utenziometrickych méfeni projevovaly zménami
povrchového napéti. Opét bylo porovnavano povrchové napéti roztoka albuminu s hodnotami
povrchovych napéti po pridavku hyaluronanu. Z naméfenych dat bylo zisténo,
ze vysokomolekularni hyaluronan mé ziejmé vice volnych vazebnych mist pro interakce
s albuminem nez nizkomolekularni hyaluronan, protoze roztoky s vysokomolekularnim
hyaluronanem vykazovaly vys$si povrchové napéti, aztoho lze usoudit, ze hyaluronan
pravdépodobné vychytal velké mnozstvi BSA z povrchu do objemu roztoku, a tim padem by
povrchové napéti mélo nardstat.

Pomoci UV-VIS spektrofotometrie byla zkoumana samotnd cilena distribuce 1éCiv
nepiimou metodou, ato konkrétné solubilizaci modelové latky (analyticky dobie
detekovatelné) do komplexu HA/ BSA. Cilem této prace bylo prozkoumat, zda by hyaluronan
mohl byt vhodnym nosi¢em 1€¢iv, a zda by albumin mohl byt vhodnou molekulou, do které
by se to 1éCivo zabudovavalo. Z vysledki ziskanych pomoci turbidimetrického a UV-VIS
meéfeni se da usuzovat, ze zejména u vzorki s vysokomolekularnim hyaluronanem se turbidita
zvySovala v dusledku velkych Ccastic, které se ani nerozpustily aani v roztoku
nesedimentovaly, ale vykazuji rozptyl. Z toho lze usuzovat, ze jsou méné polarni nez
prostfedi, coz vede k predpokladu solubilizace lé¢iva (potvrdilo se to 1 meéfenim),
i kdyz vysledky jsou zkreslovany samotnou turbiditou. U vzorka s nizkomolekularnim
hyaluronanem byla zvySena turbidita zaznamenana az pfi nejvysSich koncentracich albuminu,
protoze v roztocich nevznikaly zddné velké Castice a ani v nich nemélo co sedimentovat.
Pti vysSich koncentracich BSA by se teoreticky do BSA léCivo zabudovat dalo, protoze
v grafu na Obr. 29 je vidét, ze dochazi ke zvySeni absorbance pii vysSich koncentracich BSA,
ato znamena, ze se SudanIll do BSA solubilizuje. Ztéchto vysledkl lze fict,
ze nejvhodnéjSim nosi¢em pro cilenou distribuci 1é¢iv by mél byt vysokomolekularni
hyaluronan, avSak musi se brat v potaz, ze absorbance toho vysokomolekularniho
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hyaluronanu a tudiz i solubilizace Sudanu III miZze byt do jisté miry ovlivnéna jeho vysokou
turbiditou.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam zkratek a symboli

Zkratka
HA
BSA
Da
CDh44
G

g >xQQ=s O3S I THMATo IR IO

> v T
= w

D

“BQ ,EU
=
(3]

<
=

Vyznam zkratky

kyselina hyaluronova, hyaluronan
hovézi sérovy albumin

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

ztratovy uhel

limitni viskozita

hustota

gravitacni zrychleni

polomér kapilary/ bubliny
smaceci uhel

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 (pamétovy) modul
viskozni (ztratovy) modul
ztratovy uhel

uhlova frekvence

korek¢ni faktor

nejvyssi naméteny tlak v bubliné
hydrostaticky tlak

tlak odporu vzduchu

poloméry kiivosti

konvexni tlak

konkéavni tlak
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8 PRILOHY

Tab. 6: Hodnoty komplexniho modulu |G| a ztrdatového thlu delta v zavislosti 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
CSSATl | I6al SI°] "] [Pa] SI°]
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
Kpotrsee |Gl | 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
K‘}’{’Ze’[’gt,rﬁce 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
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Obr. 30: Graf zavislost rovnovaznych hodnot ztrdatového uhlu na koncentraci BSA pri
oscilacni frekvenci 1 rad/s pro 3 koncentracni fady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekularniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekuldrniho HA). Koncentrace HA byla
konstantni 1 g/l.
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Obr. 31: Graf zavislost rovnovdzinych hodnot ztrdatového itihlu na koncentraci HA pri
oscilacni  frekvenci 1 rad/s pro 2 koncentracni rtady (vysokomolekuldarni HA s BSA
a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstanini 5 g/I.
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Obr. 32: Graf zavislost rovnovaznych hodnot ztrdtového uhlu na koncentraci BSA pri
oscilacni frekvenci 0,1 rad/s pro 3 koncentracni rady (BSA v pufru, BSA s pridavkem
vysokomolekularniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekuldrniho HA ). Koncentrace HA byla
konstantni 1 g/l.
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Obr. 33: Graf zavislosti rovnovdzinych hodnot ztratového ihlu na koncentraci HA pri
oscilacni frekvenci 0,1 rad/s pro 2 koncentracni tady (vysokomolekuldrni HA s BSA
a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrace BSA byla konstanini 5 g/I.
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Obr. 34: Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci HA pro 2 koncentracni rady
hyaluronanu (vysokomolekuldarni HA s BSA a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrace BSA
byla konstantni 5 g/l.
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Obr. 35: Graf zdvislosti povrchového napéti na koncentraci BSA pro 2 koncentracni rady
albuminu (BSA s pridavkem vysokomolekuldrniho HA a BSA s pridavkem nizkomolekuldrniho
HA). Koncentrace HA byla konstantni 1 g/l.
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Obr. 36: Graf zavislosti povrchového napéti na Case pro koncentracni fadu BSA s pfidavkem
nizkomolekularniho HA. Koncentrace HA byla konstantni 1 g/1.

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

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

koncentrace HA

/] AmaxBsa A400 nm Amax.sup m
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

[e/] Amax.BsA A400 nm Amax.sup 1
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
HA pro 2 koncentracni rtady HA (vysokomolekularni HA s BSA
a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrance BSA byla konstantni 5 g/I.
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Obr. 38: Zdavislost maximdlni absorpce Sudanu Il v rozmezi vinovych délek od 510 nm do
530 nm na koncentraci HA pro 2 koncentracni Fady HA (vysokomolekuldarni HA s BSA
a nizkomolekuldrni 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
(vysokomolekularni HA s BSA a nizkomolekuldrni HA s BSA). Koncentrance BSA byla

konstantni 5 g/l.
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