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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva studiem interakci mezi polysacharidem hyaluronanem o riznych
molekulovych hmotnostech s aminokyselinami argininem, lysinem, argininem hydrochloridem
a 6-aminokapronovou kyselinou. Predpokladaji se interakce mezi karboxylovymi skupinami
hyaluronanu a aminoskupinami aminokyselin. Interakce byly zkoumany pomoci technik ultrazvukové
spektroskopie, DLS, méfenim pH a vodivosti. Vysledky byly porovnavany s roztoky polystyren
sulfonatu sodného.

Pomoci ultrazvukové spektroskopie byla pozorovana zména koncentraéniho inkrementu pfi
titracich aminokyselin do vody a roztoka polymert predev§im u vysokych molekulovych hmotnosti
hyaluronanu a u NaPSS v kombinaci s 6AKK v koncentraénim rozsahu pfidané¢ aminokyseliny
0-30 mM. Velikost této zmény by mohla znamenat miru interakci mezi polymery a aminokyselinami.
Tato teorie ale nebyla potvrzena ostatnimi metodami. V pripadé méreni pH a vodivosti roztoka byly
interakce potvrzeny pouze pro nizkomolekularni hyaluronan a polystyren sulfonat interagujici
s argininem. U stanovovani velikosti ¢astic a méfeni zeta potencialu pomoci DLS nebylo ze ziskanych
vysledki mozné stanovit jednoznaéné zavéry.

Celkové se problematika interakce aminokyselin spolu s polyanionty ukazala nad ocekavani
komplexni a bude vhodné pozorovani provedena v této praci dale rozsifit.

Abstract
The master’s thesis deals with the study of the interaction between the polysaccharide hyaluronan of
diffrerent molecular weights with the amino acids arginine, lysine, arginine hydrochloride and
6-aminocaproic acid. They are expected interaction between carboxyl groups of hyaluronan and amino
groups of amino acids. These interactions were investigated by using ultrasonic spectroscopy, DLS,
measuring pH and conductivity. Obtained results were compared with sodium polystyrene sulfonate.

With ultrasonic spectroscopy was observed a change of concentration inkrement for titration of
amino acid to water or polymers solutions especially for high molecular weight hyaluronan and for
NaPSS in combination with 6AKK in concentration range of added amino acid 0-30 mM. The size of
this change could mean a degree of interaction between polymers and amino acids. This theory has not
been confirmed by other methods. By pH and conductivity measurements interations between arginine
and low molecular weight hyaluronan and NaPSS were only confirmed. There was no possibility to
make unequivocal conclusions from determination of particle size and zeta potential by DLS.

Overall, the issue of the interaction of amino acids with polyanions was proved above expectations
complex and will be appropriate to further expand the observations made in this thesis.

Klicova slova

hyaluronan, lysin, arginin, arginin hydrochlorid, 6-aminokapronova kyselina, ultrazvukova
spektroskopie s vysokym rozliSenim
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UvVOoD

Kyselina hyaluronové, téz zvana hyaluronan nebo zkracené¢ HA, je znama jiz desitky let.
Poprvé byl tento zaporné€ nabity polysacharid izolovany skupinou kolem Karla Meyera v roce
1934. Bylo zjisténo, ze latka je vlastni v§em obratlovcim a nachazi se tedy i v lidském téle,
kde plni tadu dulezitych funkci. Mezi nejdulezitéjsi patii zajistovani viskoelasticity
a biologicka aktivita hyaluronanu. Dusledkem intenzivniho vyzkumu, bylo predevsim
v poslednich letech rozsifeno vyuziti hyaluronanu v oblasti mediciny (pfipravky na hojeni
ran), kosmetiky (krémy s pfidavkem hyaluronanu) i farmacie (o¢ni kapky).

Soucasny trend vyzkumu hyaluronanu je orientovan smérem k cilené distribuci 1éCiv, kde
by hyaluronan mohl sehrat dilezitou roli nosice léCiva smérem k nadorovym buikam.
Vzhledem obtiznostem pii vazbé IéCiva pfimo na hyaluronan je nutné hyaluronan
modifikovat. Jelikoz se jednd o polyanion, modifikace by mohly byt nekovalentniho
(elektrostatického charakteru). V prvni fazi vyzkumu se k modifikaci vyuzivaly kationické
nabitymi aminokyselinami.

Protoze biologickd aktivita hyaluronanu v lidském téle probiha pomoci interakce
hyaluronanu s bunénymi receptory, které maji ve své struktufe kratké aminokyselinové
sekvence obsahujici vice bazickych aminokyselin, zkoumé tato prace mozné interakce
aminokyselin s hyaluronanem nejen za ucCelem modifikace hyaluronanu, ale také kvuli
moznosti bliz§tho pochopeni interakci mezi hyaluronanem a bazickymi receptorovymi
doménami.

Diplomova prace navazuje na predchozi prace studentl z Fakulty chemické, ktefi se
zabyvali interakci hyaluronanu a bazickych aminokyselin. V této praci vSak na rozdil od
ostatnich byla pro studium téchto interakci vyuzita velmi citliva ultrazvukova spektroskopie
s vysokym rozliSenim, kterd umoznila méfeni v titranim rezimu. Jako dopliikové metody

byly pouzity DLS a mé&feni pH a vodivosti.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Hyaluronan a jeho vlastnosti

Hyaluronan se vyskytuje v tkanich vSech obratlovctu a také na povrchu nékterych bakterii
(Streptococcus, Pasteurella), u kterych slouzi jako protiantigenni kapsule, ktera jim pomaha
v infikaci hostitele [1]. Jednd se o jednu z hlavnich komponent extracelularni matrix, kde

interaguje s ostatnimi slozkami, pfedevsim proteiny. Jeho koncentrace kolisa v zavislosti na
typu tkané od 0,2 g-17" ve sklivci az po 4 g-17' v synovialni tekuting. U bakterii, podobné
jako v tkani kohoutich hiebink(i, mtize koncentrace dosihnout az 7,5 g-17" [2]. Nejvétsi

mnozstvi hyaluronanu se vyskytuje v kizi, kde u dospélého clovéka tvori az 8 g hmotnosti,
tato hmotnost tvoti asi polovinu celkového mnozstvi hyaluronanu v lidském téle. Existuje
pouze jediny druh tohoto polysacharidu [3]. [4], [5], [6], [7], [8]

U dospélého Cloveéka dochazi k obnové hyaluronanu kazdy den. V zavislosti na literature
se lis§i uvadéné mnozstvi od 34 mg az po 15 g denné. V riznych tkanich ma hyaluronan
raznou délku polocasu rozpadu, ktera se velmi lisi. Napiiklad u pfedni komory oka je to
1-1,5 h, ve sklivei 70 dni, v synovialni tekutiné pfiblizn€ 12 h a v krevnim fecisti se polocas
rozpadu hyaluronanu pohybuje pouze fadu minut. Primérna doba Zivota molekuly v lidském
téle je 2-3 tydny. [11, [2], [4], [7]

Komercné je hyaluronan ziskavan z kohoutich hiebinkii nebo streptokokti (Streptococcus
zooepidemicus) fermentacni metodou. Hyaluronan ziskavany z kohoutich hiebinki je stale
komer¢éné dostupny predevs§im diky vysoké molekulové hmotnosti, Cistoté a nezanétlivym
vlastnostem. AvsSak hyaluronan dnes ziskavany ze streptokokll vétSinu téchto vlastnosti
spliiuje také a je vyrazné levnéjsi. Jednim z potencialnich kandidatu je také Bacillus subtilis,
ktery je geneticky modifikovan a nese gen pro produkci hyaluronanu. Takto modifikovany
kmen je schopny produkovat hyaluronan o molekulové hmotnosti kolem 1 MDa, je snadno
kultivovatelny a neprodukuje zadné exo nebo endotoxiny. Navic neprodukuje zadny enzym,

ktery by mohl vznikly polysacharid stépit. [1], [2], [4], [5], [9]

1.1.1 Historie

V roce 1934 byl Karlem Meyerem popsan zpusob izolace nového glykosaminoglykanu ze
sklivce hovézich o€i. Meyer vSak hyaluronan neobjevil, jak byva ¢asto mylné€ uvadéno, pouze
popsal nékteré zjeho vlastnosti. Izolovany polysacharid byl pojmenovan hyaluronova

kyselina z feckého hyalos —sklenény. Pfi pouzivani nazvi tohoto polysacharidu plati,

8



ze hyaluronan je obecny pojem na rozdil od hyaluronové kyseliny a hyaluronatu, které
oznacuji kyselinu, respektive jeji sul. [1], [2], [4], [6], [7], [10]

Meyer a Palmer dokazali, ze objevena latka obsahuje uronové kyseliny, cukr s vazanou
aminoskupinou, ale zadné sulfoestery. Za fyziologického pH jsou vSechny karboxylové
skupiny disociovany, a proto by se latka méla jmenovat hyaluronat. Dnes se latka nejCastéji
objevuje pod nazvem hyaluronan pro zvyraznéni jeji sacharidové podstaty. [1], [2]

V prubéhu Casu byl hyaluronan izolovan z mnoha zdroju, jako jsou kiize, kohouti hiebinky,
pupecnikova $ntra a také ze streptokoka. [1], [5]

V padesatych a Sedesatych letech byla intenzivné studovana fyzikalné-chemicka stranka
hyaluronanu. Bylo objeveno mnoho roli, které plni hyaluronan v lidském téle, jako je regulace
vodni rovnovahy, osmotického tlaku nebo stabilizaci struktur diky elektrostatické interakci.
V roce 1972 byla objevena prvni interakce mezi hyaluronanem a proteiny. [1]

Katabolizmus a anabolizmus hyaluronanu byl popsan v devadesatych letech. Bylo zjisténo,
ze hyaluronan je syntetizovan pfimo do extracelularniho prostoru z plazmatické membrany na
rozdil od ostatnich glykosaminoglykant, které jsou vytvafeny v Golgiho komplexu. Dale bylo
zji§téno, ze hyaluronan hraje vyznamnou ulohu v zivotnim cyklu burky, na jejimz povrchu se
ve veétsi ¢1 menS$i mife vyskytuji receptory pro hyaluronan. Mezi nejznaméjsi patfi naptiklad
CD44, RHAMM —receptor  pro  hyaluronanem  zprostfedkovanou  mobilitu,
LYVE-1 — receptor vyskytujici se na povrchu endotelovych bunék lymfatické tkané a fada
dalsich. [1], [5], [6]

1.1.2 Struktura hyaluronanu

1.1.2.1 Chemicka struktura

Hyaluronan je linearni polysacharid, patfici do skupiny zaporné nabitych
glykosaminoglykant spolu s chondroitinsulfaty, keratansulfaty nebo heparansulfaty. Na rozdil
od nich vSak ve své struktufe neobsahuje sulfatovou skupinu. Hyaluronan je tvofen
opakujicimi se disacharidovymi jednotkami. Kazda jednotka se sklada z D-glukuronové
kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu vzajemné spojenych B-1,3 glykosidickymi vazbami.
Jednotlivé disacharidové jednotky jsou spojovany B-1,4 glykosidickymi vazbami, jak ukazuje
Obrazek 1. Jednotlivé cukry na konci kazdé glykosidické vazby mohou teoreticky neomezené

rotovat. Pfesto bylo prokazano, ze se vyskytuji v n€kolika preferovanych konfiguracich. [1],

(21, [3], [51, [6], [7], [8], [101, [111, [12]
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Obrazek 1: Struktura kyseliny hyaluronové, sloZenda z opakujicich se disacharidovych

Jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu. [13]

Syntéza hyaluronanu probiha na plazmatické membrané€ a k jejimu prib&hu neni potieba
jiny prekurzor nez aktivované nukleotidové cukry (UDP-glukuronovou kyselinu
a UDP-N-acetylglukosamin), které po syntéze tvoii jeho primarni strukturu. Retézec na
membrané nartsta od neredukujiciho konce a je pomoci poru, ktery tvoii samotna syntaza
hyaluronanu zapusténa v cytoplazmatické membrané, extrudovan piimo do extracelularni
matrix, na rozdil od ostatnich glykosaminoglykana, které jsou formovany v Golgiho aparatu a
teprve nasledné vylouCeny z bunky. [1], [2], [4], [6], [7], [12]

V zavislosti na druhu tkané se u savci vyskytuji tii druhy syntaz hyaluronanu. Tyto
syntazy jsou nezavisle regulovany a jejich rychlost obnovy je 82 min, coz signalizuje vysokou
miru kontroly, a zaroven produkuji hyaluronan v rozdilnych mnozstvich a molekulovych
hmotnostech. [1], [4], [11]

Kazda disacharidova jednotka hyaluronanu odpovida pfiblizné 400 Da. Délka fetézce
muze dosahnout i vice nez 10 000 téchto jednotek v fadé a molekulova hmotnost muze
dosahnout az nékolika miliond Da. Syntetizovany fetézec se vSak nemuze zvétSovat do
nekonecna predevsim diky termodynamickému hledisku, nebot' rostouci fetézec snizuje
entropii a ta musi byt kompenzovana volnou energii ziskatelnou ze §tépeni aktivovanych

nukleotidovych cukrt. [1], [2], [4], [5], [6]

1.1.2.2 Struktura v roztoku

Ve fyziologickém prostiedi jsou vSechny karboxylové skupiny ve struktufe hyaluronanu
disociované, nebot jejich pK se pohybuje v rozsahu 3—4 v zavislosti na iontové sile. Takovyto
polyanion ma ve své struktufe pfidruzené vyménné ionty, aby celd jeho struktura byla
elektroneutralni. Mezi tyto kationty patfi Na*, K*, Ca®*, Mg** a dal3i. Vyménitelné ionty jsou
nezbytné pro dobré rozpousténi hyaluronanu ve vodnych roztocich, nebot pokud jsou

viechny karboxylové skupiny metylované, neni hyaluronan ve vodé rozpustny. Cista
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hyaluronova kyselina vytvaii ve vode charakteristické vysoce viskozni a elastické roztoky.
(11, [2], [3], [10]

Za fyziologickych podminek je struktura hyaluronanu tvofena chemickymi vazbami
tvoricimi zaklad disacharidovych jednotek a intramolekularnich vodikovych mustkd, které
jsou obtizné€ rozliSitelné s vodikovymi mustky tvofenymi s molekulami vody. Vzhledem
k tomu, ze jsou vSechny objemné a zaroven hydrofilni skupiny uspotfadany v ekvatorialni
poloze a atomy vodiku, které tvofi hydrofobni ¢asti molekuly v poloze axialni, jak ukazuje
Obrazek 2, dochazi vroztoku k tvorbé ploché, stuhu pfipominajici, kroutici se struktury
(Obrazek 3). Tato stuha ma ve své struktufe rozsahla hydrofobni mista, ktera se pravidelné
opakuji na opaCnych stranach stuhy a vytvareji tak zaklad pro agregaci fetézcu. V této
struktufe dochazi k rotaci o 180° kazdé disacharidové jednotky oproti pfedchozi i nasledujici
jednotce. Tato struktura je energeticky velmi stabilni a tvofi sekundarni strukturu

hyaluronanu. [1], [2], [3], [4], [8], [10], [12]

y €0
HO H
H OH L H o\\c;NHw
{
CH;

Obrazek 2: Cervené zvyraznéné axidlni vodikové atomy a modre zdiiraznéné ekvatoridlni

hydrofilni skupiny ve strukture hyaluronanu. [2]
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Obrazek 3: Zndzornéni struktury hyaluronanu, jezZ pripomind stuhu s pravidelné se
opakujicimi se hydrofobnimi (Cervend) a hydrofilnimi (modra) disacharidovymi jednotkami.

(2]

Obé strany stuhy jsou identické, proto muze dochazet k ristu ve vodném prostiedi za
tvorby siti. Tyto sit€¢ mohou vznikat jiz pfi nizkych koncentracich. Molekuly hyaluronanu
tvoti ve fyziologickych roztocich rozsahla nahodna klubka, ktera zabiraji velky objem. Jiz od
koncentrace 1 g-1"' se mohou klubka vzijemné prolinat, nebot koncentrace hyaluronanu
uvnitf klubka je velmi nizka (nizsi nez 0,1 %hm). Takto usporadany hyaluronan hraje v zivém
systému dalezitou roli, nebot’ malé molekuly, jako je voda nebo elektrolyty, mohou jednoduse
prochazet skrze klubko, nikoliv vSak velké molekuly. Molekuly s pfili§ velkym
hydrodynamickym objemem jsou pii pruchodu skrz klubko vyrazné zpomaleny. V konecném
disledku mohou i velké molekuly projit, nebot u klubka dochazi k neustalému pohybu
avznikani a zanikani port o rizné velikosti. Takovéto chovani vede k ovliviiovani difuze
uvelkych molekul a ke vzniku riznych koncentraci velkych molekul v prostiedi
s hyaluronanem a mimo né&j. [1], [2], [3], [7]

V pevném stavu se hyaluronan, jak dokazala Struther Amottova skupina, muze vyskytovat
v dvousroubovicovém usporadani, ale pouze ve specialnich podminkach neodpovidajicich

podminkam fyziologickym. [3], [4]

1.1.3 Biologické funkce hyaluronanu

Hyaluronan ovliviiuje chovani bun€k v fadé oblasti, které se mohou zdat vzajemné
protichtidné. Pfi migraci bunek, mitéze nebo pii vzniku nadoru dochazi ke zvysené syntéze

hyaluronanu. Prebytek tohoto polysacharidu v nadorové tkani zvySuje moznost rustu
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nezakotvenych bun¢k a tumorgenicitu. Ne vSechny nadorové buiky tvofi samy ve zvySené
mife hyaluronan, ale mohou stimulovat okolni buriky k jeho tvorbé. Hyaluronan vSak na
druhé strané zvySuje bunécnou adhezi, agregaci buné¢k, ale inhibuje proliferaci. VSechny tyto
akce jsou fizeny pomoci receptori exprimovanych na povrch buriky, které maji ve své
struktufe motiv pro vazbu hyaluronanu. Mezi proteiny schopné takové interakce rfadime
napiiklad HARE, kterym se fidi endocytdza hyaluronanu, LYVEIL — receptor endotelialnich
bunék v lymfatické soustavé, strukturné podobny receptoru CD44 a mnohé dalsi vcetné
intracelularnich receptort, jejichz funkce zatim nebyla plné objasnéna [14]. Vazba na
receptor, napiiklad RHAMM, probihd pomoci kratké aminokyselinové sekvence, ktera
obsahuje vice bazickych aminokyselin [4]. U vétSiny ostatnich receptori je za vazbu
odpovédna doména asi 100 aminokyselin, znama jako ,,Link module” [15]. Obé tyto interakce
ukazuji na vyuziti elektrostatickych interakci pfi rozpoznavani hyaluronanu receptory. [1],
[51, [6], [7]

Vzhledem k jednotvarné primarni struktufe hyaluronanu se predpoklada, ze funkci, jakou
hyaluronan aktualné plni, ovliviiuje jeho molekulova hmotnost. Dlouhé polymerni fetézce
vypliiuji prostor, zabranuji tvorbé krevnich kapilar a jsou imunosupresivni na rozdil od
fetézcu stiedni délky (25-50 disacharidovych jednotek), které stimuluji zanét, imunitu a maji
pozitivni vliv na tvorbu novych kapilar. Oligosacharidy ptsobi proti apoptdze a indukuji
proteiny tepelného Soku. Predpoklada se, ze pusobi jako endogenni vystrazné signaly
a spoustécCe ruznych signalnich drah. [5], [6], [11]

V nadorovych tkanich je koncentrace hyaluronanu vyssi nez u tkani zdravych. V téchto
ptipadech hyaluronan podporuje rast tumoru tim, Ze stimuluje neukotveny rust a proliferaci
bunék, chrani pred imunitnim systémem a zvySuje pravdépodobnost tvorby metastaz.
Oligosacharidy vznikajici degradaci hyaluronanu jsou odpovédné za tvorbu nového krevniho
reCisté v rychle rostouci nadorové tkani. [1], [6]

Hyaluronan se vyskytuje i jako vnitfni soucast nékterych bunek, zde vSak jeho funkce
zatim nebyla plné pochopena. [4], [5]

Jednou z hlavnich fyziologickych funkci hyaluronanu je tvorba hydratovanych  cest®,
které umoziiuji burikam prochazet skrz bunécné a vlaknité bariéry. Zvlasté dilezité jsou pfi
mitdze, hojeni ran a morfogenezi. [1]

Po uzavieni rany krevnimi destickami a fibrinem dochazi ke vzniku zanétlivé reakce
a buniky v okoli rany syntetizuji mezi vlakna fibrinu hyaluronan. Dojde k otoku rany a vlakna

fibrinu se stanou vice poréznimi, aby mohlo dojit k migraci bun¢k do rany. Postupem casu
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dochazi k degradaci komplexu hyaluronan-fibrin a jeho nahrazeni kolagenovymi vlakny spolu
s proteoglykany. Produkty degradace hyaluronanu navic podporuji angiogenezi (tvorbu
novych kapilar) a cév. Hyaluronan ale nemusi byt vzdy k uzitku. Zanéty v organech jsou
Casto doprovazeny akumulaci hyaluronanu a naslednym vznikem otoku, coz muze vést az
k nefunk¢nosti jednotlivych organti (opuchnuti revmatoidnich kloubt, otok odmitnutého
transplantatu...). [1], [4], [7]

Bylo také zjisténo, ze buriky hladkého svalstva béhem virové infekce syntetizuji povrchoveé

vazany hyaluronan ve formé, na kterou adheruji mononuklearni leukocyty. [4]

1.1.3.1 Degradace hyaluronanu

Protoze je hyaluronan velmi dlouha molekula, v natazeném stavu miize v zavislosti na poctu
monomernich jednotek méfit az 25 um (velikost erytrocytu je 10 um, coz odpovida
natazenému fetézci o molekulové hmotnosti 4 miliony daltonu [2], [7]), je nachylny na rizné
druhy degradaci vcetné¢ degradace mechanické. Za fyziologickych podminek pfiipadaji
v uvahu degradace pomoci kyslikovych radikalt a hyaluronidaz. [1], [6]

Degradace pomoci volnych kyslikovych radikalti probiha nejcastéji jako vedlejsi reakce
pusobeni neutrofilnich granulocyti béhem zanétu. Obzvlasté patrny vysledek tohoto procesu,
ktery vede k dramatickému poklesu viskozity spolu s molekulovou hmotnosti hyaluronanu je
patrny pifedev§im u revmatoidni artritidy, kdy dochéazi ke ztraté funkcnosti synovialni
tekutiny. Hlavnim degradacnim produktem je L-threotetradialdosa. [1], [6]

Hyaluronidazy jsou rozdélovany do tfi skupin: sav¢i, bakterialni a hyaluronidazy z parazit
a korySu. Pusobenim savc€ich, parazitickych a korySich hyaluronidaz vznikaji tetra a hexa
sacharidy, bakterialni hyaluronidazy produkuji jednoduché cukry. Sav¢i hyaluronidazy jsou
hydrolazy, ¢imz se 1iS$i od mikrobialnich hyaluronidaz, které pracuji jako eliminazy.
V lidském téle bylo objeveno Sest velmi podobnych gent pro hyaluronidazy [4]. Geny jsou
shodné z vice nez 40 %, ale exprese kazdého genu je napfic tkanémi unikatni [6]. [1]

V lidském téle dochazi k degradaci hyaluronanu pomoci lymfatického odstrafiovani
hyaluronanu ztkani a nasledné degradaci v lymfatickych uzlinach a jatrech. Védci se
domnivaji, ze receptory exprimované na povrchu jaternich endotelialnich bunék jsou

vyznamné zodpovédné za tento degradacni proces. [4]

1.14 Hyaluronan v mediciné
Pripravky na bazi hyaluronanu se vyuzivaji v fadé lékarskych (oftalmologii, obohacovani
synovialni tekutiny, distribuce 1éCiv nebo pro separaci tkani po operaci, hojeni ran)
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a kosmetickych aplikaci, diky biokompatibilité, biodegradabilit¢ a viskoelastickych
vlastnostech hyaluronanu. [1], [5], [6], [13], [16]

Prvni vyuziti hyaluronanu se datuje do padesatych let dvacatého stoleti, kdy byl pouzit
jako néhrada o¢niho sklivce beéhem o¢ni operace Rakouskym tymem [10]. Dodnes se béhem
o¢nich operaci vyuziva 1% roztok hyaluronanu [4] pro ochranu bunék oka b&hem operace
i jako néhrada sklivce. [1], [2], [6], [7]

Hyaluronan obsazeny v synovialni tekuting, které¢ udéluje ne-newtonskou viskozitu a dalsi
nezbytné mechanické vlastnosti [12], provadi nezbytnou lubrikaci kloubd, sniZuje tfeni
a slouzi jako tlumi¢ narazt. Pfi zanétlivych procesech jako rheumatoidni artritida dochazi
k poklesu molekulové hmotnosti tohoto polysacharidu ze 7 MDa na 3—5 MDa. Tento proces
byl popsan v kapitole 1.1.3.1. Tato zména vyrazné redukuje schopnost synovialni tekutiny
plnit jeji funkce. K podobnym zménam dochazi v synovidlni tekutin€é 1 v pifipadé
osteoartritidy. Pro opétovné zlepSeni funkcnosti kloubli se pouzivaji, jak ukazal jiz Balazs
a Denlinger (1989) u kloubt koni [4], injekce hyaluronanu pfimo do oblasti kloubu. Vpraveny
hyaluronan potlacuje degeneraci chrupavky, zlepsuje vlastnosti synovialni tekutiny. Odhaduje
se, ze vice nez 10 % populace s vékem pres 55 let postihuje osteoartritida [5]. [1], [6], [7]

Vyuziti hyaluronanu v injektovatelné podobé jako vyplné vrasek patii mezi kosmetické
aplikace. Na rozdil od produktii zalozenych na kolagenu jsou produkty zaloZzené na mirné

zesitovaném hyaluronanu vice efektivni, nebot jsou velmi pruzné. [5]

1.14.1 Distribuce léciv za pouZiti hyaluronanu

V minulych letech byl hyaluronan vyrazné€ vyuzivan pro prepravu léCiv v dermélnim
a transdermalnim podani, kde pomahal 1éCivym latkam penetrovat do pokozky. Pro svoje
viskoelastické a mukoadhezivni vlastnosti byl pouzit pro ofni a nosni podéani lécivych
substanci a bylo také zjisténo, ze vysokomolekularni hyaluronan je schopen zvySovat
biologickou dostupnost raznych 1€Civ (vasopressin, pilokarpin, gentimycin...) pravé na
zakladé téchto vlastnosti. [6]

Diky svym netoxickym vlastnostem byl vyuzit i1 v parenterdlnim podani 1éCiv. Velmi
zajimavé se jevily prfedev§im konjugaty nizkomolekuldrniho hyaluronanu s butyratem,
paclitaxelem nebo doxorubicinem pro cilenou distribuci téchto 1é¢iv do nadorovych tkani.
Predevsim butyrat sodny s kratkym poloCasem rozpadu pfiblizn€ 5 minut v lidském téle, bylo
nutné pro jeho spravnou aktivitu zacilit do nadorovych tkani tak, aby doslo ke zvySeni
koncentrace butyratu. Za timto ucelem bylo zvoleno kovalentni napojeni butyratu na

hyaluronan [17]. Dale byly vytvofeny ruzné druhy podobnych konjugati s lipozomy,
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kopolymery nebo implantaty zalozené na modifikovaném hyaluronanu, pro distribuci DNA

nebo protinadorovych 1é¢iv nebo peptidu. [6], [16]

1.1.5 Elektrostatické komplexace hyaluronanu

Elektrostaticka vazba nizkomolekularnich ligandi na hyaluronan byla studovana mnoha
technikami, jako je fluorescencni spektroskopie, povrchova plasmonova rezonance,
kalorimetrie, dynamicky rozptyl svétla nebo kapilarni elektroforéza. [13], [18]

Pomoci kapilarni elektroforézy bylo zjisténo, ze derivaty f-naftylamidu s Arg, Lys a Ala
interaguji ve fosfatovém pufru (pH 7,4, 1=0,17 M) velmi slabé na rozdil od prostiedi
acetatového pufru (pH 4,65; I = 0,05 M), kde byla elektrostaticka interakce siln€jsi pfedevsim
diky nizsi iontové sile. [13]

Elektrostaticka komplexace hyaluronanu byla také pouzita pro cilenou distribuci siRNA.
Hyaluronan (HA, 19 kDa) interagoval s poly L-argininem (PLR) ve vodném prostiedi
avysledny komplex (HP) byl pouzit pro interakci s siRNA a jeji cilenou distribuci, jak
ukazuje Obrdzek 4. Utinnost cilené distribuce zavisela predev§im na mnoZstvi
exprimovaného receptoru CD44 na povrchu bunék a molekulové hmotnosti hyaluronanu.
Castice byly testovany in vivo i in vitro. [16], [18]

Obdobny piiklad elektrostatickych interakci hyaluronanu s kationickymi lipozomy
a plazmidovou DNA byl vytvoren Balbiniho skupinou, kde komplex lipozom/DNA nechali
interagovat s nizkomolekularnim hyaluronanem (16 kDa) ve vodném prostiedi s cilem ziskat
prostiedek pro cilenou distribuci gent. [18]

Pomoci elektrostatickych interakci byly také vytvoreny injektovatelné hydrogely, ve
kterych dochazi k interakci mezi nanocésticemi obsahujicimi na svém povrchu amfifilni
kopolymer polyethylenglykolu a mlécné kyseliny a dale kyselinou hyaluronovou, resp.
karboxymethylcelulozou nekovalentné modifikovanou piidavkem kationaktivniho tenzidu

(CTAB). [19]
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Obrazek 4: Hypotetické schéma tvorby komplexu HP pro cilenou distribuci siRNA. [16]

1.1.5.1 Interakce s aminokyselinami

Myslenka vyuziti elektrostatické interakce hyaluronanu s aminokyselinami neni revolucni. Jiz
v fad€¢ praci bylo dok4zéano, ze hyaluronan s aminokyselinami ve vhodnych podminkach
interaguje. Jako dulezité se jevi predevS§im pH a iontova sila, pficemz pokud klesne pH na
hodnotu kolem 2,5, neni prakticky mozné pozorovat zadné interakce, nebot' karboxylové
skupiny hyaluronanu zaji§tujici interakci nejsou nadale disociované. [15]

Vyzkum vtomto pifipadé navazuje na poznatky interakci mezi hyaluronanem
a kationaktivnimi tenzidy, které podobné jako aminokyseliny nesou na atomu dusiku kladny
naboj a jsou proto schopny vazby se zaporné nabitou karboxylovou skupinou hyaluronanu.
V tomto ohledu je dulezita predevsim prace doktorky Kargerové [20], ktera se zabyva
studiem interakci hyaluronanu a kationaktivniho tenzidu pomoci ultrazvukové spektroskopie
(detailn€ popsano v kapitole 1.6.2).

K méfeni interakci mezi aminokyselinami a hyaluronanem byly vyuzivany rizné metody
meéfeni, jako je pH metrie [21], [22], [23], konduktometrie [22], [24], [25], viskozimetrie [21],
[26], dynamicky rozptyl svétla [21], [23] nebo reologie [24], [25], [27], [28]. Bylo zjisténo, ze
velky vliv na silu interakci mé predevSim iontova sila roztoku a také pH, pii kterém dochazi
k interakcim mezi aminokyselinou a hyaluronanem. Vysoka iontova sila roztoku ma za
nasledek odstinéni elektrostatickych interakci. Tuto skuteCnost je mozné Castecné
kompenzovat snizenim pH, pii kterém dochézi k interakcim.

Cilem této prace bylo prozkoumat elektrostatické interakce hyaluronanu s bazickymi
aminokyselinami v rizném rozsahu molekulovych hmotnosti hyaluronanu od nizké
molekulové hmotnosti az po vysokomolekulovy hyaluronan. Jako srovnavaci polymer byl
zvolen polystyren sulfonat sodny. Jako stézejni metoda pro zkoumani interakci byla zvolena

ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim, predevsim kvuli predpokladanému
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objeveni ruznych prechodovych stavii v systému hyaluronan-aminokyselina za riznych
koncentraci aminokyseliny, obdobné jako tomu bylo v pfipadé studia komplexa
hyaluronan-tenzid [20]. Jako dopliitkova metoda byla zvolena pH metrie a konduktometrie
roztokli aminokyselin, polyanionti a jejich kombinace béhem titrace kyselinou
chlorovodikovou a méfeni dynamického rozptylu svétla v pribéehu titraci roztokt hyaluronanu

roztoky aminokyselin spolu s méfenim zeta potencialu téchto roztoka.

1.2 Polystyren sulfonat

Podobné jako v pfipadé hyaluronanu je polystyren sulfonat (Poly(sodium 4-styrenesulfonate))
polyelektrolyt, tedy polymer nesouci ve své struktufe podstatnou cast iontovych nebo
ionizovatelnych skupin, pfipadné oboji [29]. Sodna sul polystyren sulfonatu (NaPSS) je
chemicky syntetizovany bily prasek, ktery se v pfirodé bézné nevyskytuje a pfipravuje se
radikalovou polymerizaci styren sulfonatu [30] nebo pfimou sulfonaci polystyrenu [31].
Pokud budeme uvazovat uplnou sulfonaci vSech monomerd v polymeru, ma polymer
v roztoku tycCinkovitou konformaci [31], naopak pokud bude mnozstvi sulfonovych skupin
nizs§i nez na kazdém cCtvrtém monomeru, polymer zaujme globularni valcovitou strukturu.
Sodnou sil polystyren sulfonatu sodného znazoriiuje Obrdazek 5. Jedna se, podobné jako
v piipad¢ hyaluronanu, o anionicky polyelektrolytovy systém, avSak na rozdil od hyaluronanu
nese zaporny naboj sulfoskupina na kazdé monomerni jednotce v fetézci.

Pro experimentalni vyuziti se NaPSS vyuziva predevsim jako modelovy polyelektrolytovy
systém [30]. V praxi se NaPSS pridava jako plastifikacni piisada do tmelti, barvicich Cinidel,
membran v palivovych ¢lancich a také v sitované podobé do iontoménicovych pryskyfic.
V medicin€ nalezl uplatnéni predev§im pii 1é€bé hyperkalemie (nadmérného obsahu drasliku

v téle), kde se vyuzivaji sodné a vapenaté soli. [29]

|
o Na®

Obrazek 5: Struktura polystyrensulfondtu sodného. [32]
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1.2.1 Elektrostatické interakce NaPSS

Podobné jako v ptfipadé hyaluronanu i zde byly studovany elektrostatické interakce NaPSS
spolu s kationaktivnimi tenzidy, konkrétné s CsmimBr pomoci méfeni vodivosti,
povrchového napéti, fluorescence a DLS [32], a CismimBr s vyuzitim isotermalni titracni
mikrokalorimetrie, DLS a méfeni vodivosti [33]. V obou pfipadech byla stanovovana kriticka
micelarni koncentrace (CMC) a vliv teploty a koncentrace NaPSS na tuto koncentraci. Jako
nejzajimavéjsi se jevi fakt, ze byly v obou piipadech zaznamenany kromé CMC 1 dalsi
hodnoty koncentraci, ve kterych dochéazi k tvorbé rozdilnych interakci mezi NaPSS
a kationaktivnimi tenzidy, jak ilustruje Obrdzek 6. Toto pozorovani je velmi podobné
vysledkim prace doktorky Kargerové [20] (kapitola 1.6.2), kde byl ale na rozdil od praci
skupin kolem Zhanga a Pala vyuzity jako anionicky polyelektrolyt hyaluronan. Vzhledem
k podobnosti vysledk u podobnych experimentd s hyaluronanem a NaPSS se jevi polystyren

sulfonat jako vhodny srovnavaci polymer.

T, cac T; eme C

LAl RYVEE-VERITTT

PR * 1*
{ e o | " % 7

Obrazek 6: Schématicky diagram organizace interakci C;ymimBr a NaPSS v zavislosti na

koncentraci tenzidu. [33]

1.3 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zakladni stavebni slozky proteint, ve kterych se v rizném zastoupeni
vyskytuje priblizn€ 20 L-a-aminokyselin spojenych do fetézci peptidovou vazbou.
Aminokyseliny obsahuji, jak nazev napovid4, aminoskupinu i karboxylovou skupinu.
U a-aminokyselin jsou ob¢ tyto skupiny vazany ke stejnému atomu uhliku, ktery je chiralni
(s vyjimkou glycinu). Dle struktury postrannich fetézcti délime aminokyseliny na zasadité,

kyselé, aromatické, alifatické a sirné. [34]
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V zavislosti na pH mohou aminokyseliny ménit sviij naboj od kladné nabitych az po
zaporné nabité. Jedna se tedy o amfolyty. Jako elektroneutralni se aminokyselina jevi
v isoelektrickém bode (pl), coz je hodnota pH, kde v celkovém souctu nenese aminokyselina
nulovy naboj. Obecné lze fici, ze v oblasti pH pod izoelektrickym bodem aminokyseliny
dochazi k tvorbé kladné nabité molekuly, naopak nad hodnotou isoelektrického bodu prevlada
zaporny naboj. Vzhledem k velkému poctu nabitych skupin ve strukture aminokyselin se

snadno rozpousti v polarnich rozpoustédlech. [34]

1.3.1 Lysin

L-Lysin (zkracené Lys, K) je bazickd aminokyselina, u clovéka jedna z 10 esencialnich.
Dulezitou roli hraje v metabolizmu mastnych kyselin, vapniku a kolagenu. Vyuziva se pii
1é¢bé osteopordzy a opart. Primyslové se ziskava fermentacn€ pomoci Corynebacterium

gluramicum. lzoelektricky bod lysinu pI=9,7, hodnoty disociacnich konstant jsou

PKeoon =218, pKyy, =895 a pK, y, =10,53. Jeho chemickou strukturu v zavislosti na

pH znazortiuje Obrdazek 7. [34], [35], [36], [37]

*NH, — CH — COOH *NH, —~ CH — CO0O~ NH, — CH - CO0~ NH, — CH - COO~
| f | 1
CH, CH, CH, CH,
| . | |
CH; ) CH; _ ) CH, _ ) CH;
| pI\; =218 | pI\: =895 \ pI\_; =10.53
CH, CH, CH, CH;
| | | |
CH, CH, CH, CH,
| | \ |

NH, ‘NH, *NH, NH,

Obrazek 7: Struktura lysinu v zavislosti na pH prostredi. [38]

1.3.2 Arginin

L-arginin (zkracené Arg, R) je bazicka aminokyselina, pro ¢lovéka esencialni béhem ristu, po
jeho ukonceni jiz nikoliv, tzv. semiesencialni aminokyselina. Produkovan je pomoci extrakce
z proteinového hydrolyzatu a pomoci fermentace mutovanych kment (Corynebacterium
glutamicum, Bacillus subtilis nebo Serratia marcescens) [39]. Izoelektricky bod argininu

pI=10,80, hodnoty disocia¢nich konstant pK pfi 25 °C jsou pKceooy =2,18, pKyy =9,09
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a pK_ \y, =13,20 . Chemicka struktura argininu je znazornéna na obrazku (Obrdzek 8). [34],

[40]

Obrazek 8: Chemickd struktura argininu. [40]

1.3.2.1 L-arginin monohydrochlorid

Jedna se o sul L-argininu, ktera je vyrabéna neutralizaci L-argininu chlorovodikovou

kyselinou [41]. Schématicky vzorec je ukazan na obrazku (Obrdzek 9).

NH O
NH>

Obrazek 9: Schématické zndzornéni struktury L-argininu hydrochloridu. [42]

1.3.3 6-aminokapronova kyselina

Kyselina 6-aminokapronova (6AKK), systematickym ndzvem 6-aminokexanova kyselina je
syntetickym derivatem lysinu. Ve své struktute (Obrdzek 10) nenese na rozdil od lysinu a-
aminoskupinu, coz snizuje bazicitu této latky oproti lysinu. Jedna se o antifibrinolytikum
avyuziva se predev§im ke stavéni krvaceni naptiklad po chirurgickych zakrocich. 6AKK
vystupuje také jako intermediat pii polymerizaci Nylonu-6. [43]

Izoelektricky bod 6-aminokapronové kyseliny pl=7,59 byl vypocitan podle vztahu (/)

[44]. Hodnoty disocia¢nich konstant pK pii 25 °C jsou pKcgoy =4.43, pKyy, =10,75. [43]

OH
H-N \‘\
2\/\/\/\0

Obrazek 10: Chemicka struktura 6-aminokapronové kyseliny. [45]
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_PK, +pK, ()

14 pH metrie

V disté vodé je velmi mala elektricka vodivost, ktera je zplsobena pfitomnosti ionti H;O"
a OH", vzniklych autoprotolyzou vody (rovnice (2)). Koncentrace téchto iontd vyznamnym
zpusobem zavisi na teploté, ale pro teplotu 25 °C odpovida soucin jejich koncentraci hodnoté
107" a je vzdy konstantni. Jedna se o tzv. iontovy soucin vody. Zaroveti plati, ze v &isté vodé
je koncentrace hydroxidovych aniontd stejna jako koncentrace oxoniovych kationti. Takovy
roztok povazujeme za neutralni a jeho pH=7 dle rovnice (3). Vodné kyselé roztoky se
vyznacuji zvySenou koncentraci oxoniovych kationtt, a jejich pH se pohybuje v oblasti 0-6,
zatimco bazické latky rozpusténé ve vodé maji prebytek hydroxidovych aniontd a jejich pH
dopliuje stupnici do 14. [46]
2H,0<«>OH +H,0" 2)

pH =—log|H,0" | 3

14.1 Metody méreni pH

pH muzeme stanovovat nékolika raznymi zpusoby, jako jsou univerzalni indikatorové
papirky, acidobazické indikatory, které méni svou barvu v zavislosti na pH, nebo pomoci pH
metru. pH metr méfi elektricky potencial mezi mémou (sklenénou) a referencni elektrodou,
elektricky potencial je méfen na velmi citlivém potenciometru s vysokym vstupnim odporem.
Jako referencni elektrody jsou vyuzivany takové elektrody, jejichz potencial zistava
v prubéhu meéfeni konstantni. Jedna se o tzv. elektrody druhého druhu, mezi néz fadime
argentochloridovou elektrodu, kalomelovou elektrodu a dal§i. Oba typy elektrod potiebnych

k méfeni mohou byt spojeny do jedné kombinované elektrody. [47], [48]

1.4.2 Potenciometrické titrace

Pfi potenciometrickych titracich méfime zavislost napéti mezi vhodné zvolenymi elektrodami
na objemu pfidavaného titracniho cCinidla a z titracni kfivky nasledné zjistujeme bod
ekvivalence. V zavislosti na typu zvolené indika¢ni elektrody mizeme sledovat razné typy
titraci, jako jsou srazeci, komplexotvorné nebo acidobazické. Bod ekvivalence se nachazi

v inflexnim bodé titracni kiivky, ktera ma pfi titraci jedné slozky typicky tvar S. [47], [48]
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1.5 Konduktometrie

Principem konduktometrie je meéfeni vodivosti zkoumanych vzorkd. Konduktometrii
rozdélujeme na pifimou a na konduktometrické titrace, kdy sledujeme zavislost vodivosti
elektrolytu na objemu pfidaného titraéniho Cinidla. [46], [47]

Vodivost (G) je fyzikalni veliCina, ktera vyjadiuje schopnost zkoumaného vzorku vést
elektricky proud. Cim 1épe vzorek proud vede, tim vys§i je hodnota vodivosti. Pokud je
vzorek roztokem, jeho vodivost vzrista s po¢tem nabitych Castic (iontl) v roztoku. Vodivost
je definovana jako prevracena hodnota elektrického odporu, jak ukazuje rovnice (4). Jeji

jednotkou je Siemens [S]. [46], [47]

G:E “4)

Princip méfeni vodivosti spo¢iva v umisténi dvou vodivych desek do méfeného vzorku. Na
desky je ptivedeno napéti (U) a proud (/) a vodivost je urCena rovnici (5). [46], [47]

1
G=—
U ©)

Mérnou vodivost (k) zavadime, nebot’ vodivost je veliCina zavisla na geometrii a umisténi
vodivych desek do vzorku (1 — vzdalenost desek, S — plocha desek). Jeji jednotkou je [S-m™ ]
a vypocet provadime pomoci vztahu (6). Zakladni jednotka vSak byva pro méfeni béznych
elektrolytickych vzorkt pfili§ velka, proto se vyuzivaji jeji zmensené varianty. NejCastéji

[mS-cm™] a [puS-cm™]. [46], [47]

Kk=G— )

1.5.1 Metody méreni vodivosti

Vodivost vzorku provadime pomoci vodivostni cely ponofené do vzorku. Vodivostni celu
(sklenénou nebo plastovou trubici) ponotfime do vzorku, tak aby byly ponoteny obé elektrody.
Protoze vodivost vyznamnym zpusobem zavisi na teploté, se kterou vodivost roste, byva
soucasti konduktometri teplomér a pfistroj automaticky upravuje hodnoty vodivosti.

Kalibracni hodnota teploty je obvykle 25 °C. [46], [47]

1.5.2 Konduktometrické titrace

Rozlisuyjeme dva druhy konduktometrickych titraci, a to silné kyseliny silnou zasadou

(Obrazek 11) a slabé kyseliny slabou zasadou (Obrdazek 12). V praktické Casti diplomové
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prace byly titrovany roztoky hyaluronanu, aminokyselin a roztoky obsahujici hyaluronan

i aminokyseliny pomoci kyseliny chlorovodikové. [46], [47]

bod v/ni
ekvivalence

Obrazek 11: Konduktometricka titracni kiivka titrace silné kyseliny silnou zasadou. [47]

—

bod v/l
ekvivalence

Obrazek 12: Konduktometricka titracni kiiivka titrace slabé kyseliny slabou zasadou. [47]

1.6 Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim

Problematika méfeni pomoci ultrazvukové spektroskopie jiz byla feSena v mé bakalarské
praci [49]. Vyuziti ultrazvuku jako nedestruktivni techniky pro charakterizaci a zkoumani
materiali bylo studovano po desetileti. Nejprve se ultrazvuk jako analyticky nastroj ujal
v medicing, kde zptsobil malou revoluci. Avsak aplikace ultrazvuku v oblasti studia materialti
byla brzdéna predevS§im nedostatecné vyspélou elektronikou, nutnosti méfit pouze velké

mnozstvi vzorku, nizkym rozliSenim a komplikovanym postupem pii meteni. [S0], [51]
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Podobné jako ostatni spektroskopické techniky, které vyuzivaji elektromagnetické zareni,
je ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim (HRUS), z anglického high resolution
ultrasonic spectroscopy, taktéz spektroskopickou technikou. Pro analyzu, vSak na rozdil od
ostatnich spektroskopii, vyuziva zvukovych vin o vysoké frekvenci. To umoziuje vyuziti této
techniky ke studiu témét jakéhokoliv materidlu nezéavisle na jeho optickych vlastnostech.
Zkoumani vzorku pomoci zvukovych vin navic dovoluje méfeni az na osmi frekvencich

najednou, nebot’ jsou zvukové viny generovany elektronicky. [50]

1.6.1 Princip méreni

Zvukové viny prochazi ve spektrometru dvéma celami soucasné. Vzorek je umistén do mérné
cely a napftiklad Cisté disperzni prostiedi do cely referencni. Méteni je tedy v ultrazvukovém
spektrometru provadéno jako komparativni. [52]

Analyza vzorku ultrazvukovou spektroskopii je zalozena na méfeni rychlosti prichodu
ultrazvukové viny vzorkem a zméné jeji amplitudy, jak ukazuje Obrdazek 13. Zvukova vina je
generovana z elektrického signalu piezoelektrickym prfevodnikem na jedné strané cely,
prochazi vzorkem a v pozménéné podobé je detekovand druhym piezoelektrickym
pfevodnikem na opacné strané cely, ktery ji pfevadi zpét na elektricky signal (Obrazek 14).
Ze zmény charakteristik ultrazvukovych vin jsou nasledné€ usuzovany vlastnosti méfeného

vzorku. [53]

— Vg P e
Vstup =R Sy R Vystup signalu
.y s g
signalu !

Obrazek 13: Schéma znazornujici priichod zvukové viny vzorkem. [53]
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Obrazek 14: Princip mérent ultrazvukového spektrometru. [53]

Zvukova vlna prochazejici vzorkem, podobné jako vina mechanicka, testuje
intermolekularni sily vzorku opakovanou kompresi a dekompresi pii svém pruchodu
vzorkem. Molekuly ve vzorku na sebe pusobi bud piitazlivé, nebo odpudivé a méni tim
mikro-elastické vlastnosti vzorku, proto se kazdy vzorek v zavislosti na svém slozeni stava
béhem méfeni jedineCny. Protoze je velikost komprese a dekomprese zpusobena zvukovou
vlnou velmi mala, jedna se o nedestruktivni techniku. [54]

Studovani vzorku pomoci ultrazvukové spektroskopie jde do jisté miry pfirovnat
k reologickému studovani vzorku. Na rozdil od klasické reologie, kde dochéazi k pomalym
deformacim vzorku, zpusobuje zvukova vina deformace mnohem rychlejsi. [51]

Hustota a elasticita nejvétsi mérou ovliviiuyji rychlost, se kterou se zvukova vlna S§ifi
vzorkem. Vzhledem k tomu, Ze elasticita je velmi citlivd na intermolekularni usporadani
vzorku, je dilezit€j§im znakem v porovnani s hustotou. Obecné plati, ze nejnizsi rychlost
pruchodu zvukové viny maji plyny, kde se zvukova vlna §ifi asi pétkrat pomaleji v porovnani
s kapalinami. Nejvyssi rychlost §ifeni je dosazeno v pevnych latkach, nebot maji nejvyssi
modul pruznosti v porovnani s ostatnimi skupenstvimi. Tuto zavislost znazortiuje Obrdzek 15.

[51], [55]

%P. )_)_D Kapalina
%P._)_)_) Plyn

Vzdal enost *

Obrazek 15: Zvukova vina prochdzejict riiznymi druhy prostredi. [55]
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Zvukova vlna prochazejici vzorkem ztraci Cast své energie tim, ze ve vzorku zpusobuje
kompresi a dekompresi. Ztrata energie se promitne do snizeni amplitudy zvukové viny.
Ultrazvukové zeslabeni potom kvantifikuje miru ztraty této energie. [56]

Obecné¢ muzeme zeslabeni ultrazvukové viny rozdélit do dvou kategorii: zeslabeni
v homogennich vzorcich a ve vzorcich nehomogennich. Homogenni vzorky zeslabuji
zvukové viny diky své kompresi a dekompresi. Méfeni zeslabeni homogennich vzorka
pomaha pozorovat strukturalni zmény, asociace, vazbu ligandi k makromolekulam a dalsi
rychlé chemické zmény. Zatimco v nehomogennich vzorcich dochézi k ttlumu zvukovych vin
diky rozptylu na ¢asticich uvnitt roztoku. Plati, ze ¢im vétsi je zeslabeni, tim vétsi je podil
disperznich castic. [56]

Plati, ze velikost zeslabeni zvukové viny, na rozdil od rychlosti propagace zvukové viny

vzorkem, neni zavisla na teploté. [57]

1.6.2 Vyuziti ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim v praxi

Mezi typické priklady vyuziti ultrazvukové spektroskopie patfi analyza vazby
biopolymer-ligand, agregace v suspenzich a emulzich, tvorba polymernich gelt, zména
konformace biopolymerti a mnoho dalsich procesu. [51], [57]

Pomoci spektroskopie 1ze téz presné urcit hodnotu kritické micelarni koncentrace (CMC).
Podle prof. Pekate [52] je vznik micel provazen snizenim rychlosti Sifeni zvukovych vin diky
elastickému micelarnimu jadru. Mezi dalsi experimenty ukazujici citlivost ultrazvukové
spektroskopie s vysokym rozliSenim na usporadani molekul ve vzorku patii naptiklad studium
vazby protein-ligand, které bylo podobné jako v predchozim piipadé usporadano opét do
titraniho rezimu. Tentokrat vSak dochazelo k postupnému pridavku roztoku ligandu do
mérmé cely obsahuyjici roztok proteinu. Vysledkem experimentu bylo snizovani velikosti
ultrazvukové rychlosti v dasledku uvoliiovani molekul vody z hydratacniho obalu a jejich
nahrazeni ligandem. Voda v hydratacnim obalu je totiz méné stlacitelna nez voda objemova.
[57]

Béhem meéfeni vlastnosti roztoki hyaluronanu bylo zjisténo, Zze velikost relativni
ultrazvukové rychlosti nezalezi na molekulové hmotnosti hyaluronanu, ale pouze na
koncentraci dimert D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, které se nachazeji ve
vzorku. S rostouci koncentraci hyaluronanu ve vzorku dochazi k linearnimu nartstu relativni
rychlosti jak pro roztoky ve vodném prostiedi, tak pro roztoky v 0,15 M chloridu sodném, a to
diky tvorbé hydratovanych molekul hyaluronanu, nebot jak uvadi prof. Pekar [52], je

hydrataéni voda méné stlaCitelna nez voda objemova. Protoze stlacitelnost vody klesa
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s teplotou, dochazi 1 k poklesu rychlosti Sifeni zvukovych vin vzorkem. Tento efekt je
mnohem vyraznéj$i v porovnani s efektem koncentrace. [9], [49]

Pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim bylo provadéno i zkouméani
interakci mezi hyaluronanem a kladn€é nabitymi povrchové aktivnimi latkami (CTAB,
TTAB). Experiment byl provadén v titraénim rezimu ve vodném prostiedi a v prostiedi
0,15 M roztoku chloridu sodného s riiznymi molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu. Diky
citlivosti méfeni pomoci ultrazvukové spektroskopie bylo ve vodném prostredi odhaleno az 6
raznych druht komplext hyaluronan-tenzid, které zobrazuje Obrdazek 16. [20]

Je dulezité si ovSem uvédomit, ze ultrazvukova spektroskopie je metoda nepiima, a jak je

interpretovana pfi¢ina zmény ve velikosti ultrazvukové rychlosti nebo zeslabeni zvukové

vlny, je predev§im otazkou znalosti problematiky a zkuSenosti s touto technikou. [52]

¥
%W
% % F g

Ultrazvukova rychlost (m/s)

A

Ctenzidu (mM)

Obrazek 16: Ilustrace komplexii hyaluronan-tenzid v zdvislosti na koncentraci tenzidu

v roztoku. [20]

1.7 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS zanglického dynamic light scattering) je
fyzikalné-analytickd metoda pouzivana pro stanovovani velikosti ¢astic v koloidnich
systémech. Je zalozena na méfeni intenzity rozptyleného svétla v prubéhu Casu pomoci
molekul vzorku. Diky Brownovu pohybu castic v roztoku dochazi ke zméné vzdalenosti mezi
Castici rozptylujici svétlo a detektorem. Vzhledem k vyuziti monochromatického zareni pro

osvétlovani vzorku dochazi k interferenci rozptyleného zateni od Castic z rizné vzdalenosti od
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detektoru, ktery je umistén bud’ v ahlu 173° nebo 90° [58]. Protoze vSak dochazi k pohybu
castic diky tepelnému pohybu, vysledna intenzita rozptyleného svétla se v Case méni. Pohyb
castic v roztoku je za stalé teploty a v nezménéném rozpoustédle zavisly pouze na velikosti
Castic (s rostouci velikosti klesa rychlost pohybu). Protoze na Castice vétsi nez 3 um nepusobi
tepelny pohyb, je velikost intenzity rozptyleného svétla konstantni. S ohledem na tuto
skutecnost je velikost ¢astic, které 1ze touto metodou stanovit omezena na horni hranici 3 pm
a spodni hranice stanoveni je 0,5 nm. [59], [60], [61], [62]

Detekce zpétného rozptylu, tedy vyuziti detektoru v tthlu 173°, ma oproti méteni v uhlu
90° nékolik vyhod. Svétlo musi projit kratsi optickou drahou vzorku, a je proto mozné méfit
koncentrovanéj$i roztoky, vyrazngji odpada chyba zpusobena piitomnosti velkych castic ve
vzorku (napf. prachu), nebot takové Castice rozptyluji predevs§im v pfimém sméru a efekt
mnohonasobného rozptylu je minimalni pii 180°. Ten je navic eliminovan pouzitim pohyblivé
cocky, ktera umoziiuje ménit polohu ohniska uvniti cely. Pro malé Castice je posunut blize
k prostfedku cely, pro velké ¢astice naopak ke sténé cely. [58]

Velikost Castice stanovena pomoci DLS je vyjadfena pomoci hydrodynamického poloméru
R;. Jedna se o polomér koule, ktera by za dané teploty a v daném rozpoustédle difundovala
rychlosti jako métené Castice [63]. [59], [62]

Vysledky stanoveni velikosti castic pomoci metody DLS jsou vétSinou ve shodé s vysledky
stanovenymi pomoci elektronového mikroskopu. Pfipadné rozdily mohou byt zplsobeny
vysusovanim vzorku pro elektronovy mikroskop, pfipadné solvatacnim obalem castic, ktery je

zahrnuty do hydrodynamického poloméru ¢astice stanovovaného pomoci DLS. [59], [60]

1.8 Elektrické vlastnosti koloidnich soustav

Koloidni nabité castice kolem sebe vytvari, podobné jako jednoduchy ion v roztoku,
atmosféru iontd opaCného znaménka. Na povrchu nabité koloidni cCastice tedy vznika
elektricka dvojvrstva. Ta jde podle Sterna pomysiné rozdélit na dvé casti, jak ukazuje
Obrazek 17. Jednak cast blizsi k povrchu nazyvana Sternova vrstva, kde plsobi adsorp¢ni

sily, a vzdalenéjsi difuzni Cast, kde Ize adsorpcni sily zanedbat. [59], [62]
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Obrazek 17: Zndzornéni elektrické dvojvrstvy koloidnich cdstic. [64]

Mezi povrchem koloidni Castice a roztokem lze rozlisit dva druhy potencialovych rozdila.
Jedna se o elektrochemicky potencial, jehoz hodnota je dana celkovym potencidlovym
rozdilem mezi povrchem Castice a objemem kapaliny, a elektrokineticky potencial, tzv. (
(zeta) potencial, ktery vyjadiuje potencialovy rozdil mezi objemem kapaliny a diftizni ¢asti
elektrické dvojvrstvy. Zeta potencial je odpoveédny za existenci elektrokinetickych jevu, jako
je elektroforéza, elektroosmodza, potencial proudéni nebo sedimentacni potencial. [59], [65]

Velikost zeta potenciadlu ovliviiuje i stabilitu koloidniho systému. Pokud je potencial
dostatecné velky, tedy nad hranici 30 mV v kladné, nebo zaporné oblasti, je koloidni systém
obecné povazovany za stabilni. Pokud vsSak potencial klesne dovnitf tohoto intervalu,
pfevladnou piitazlivé mezimolekulové sily mezi Casticemi disperzni faze a dochazi
k flokulaci. [64], [65]

Pro urceni zeta potencialu je nejprve potieba zjistit elektoforetickou pohyblivost ¢astic
a nasledné se pomoci Henryho rovnice (7) vypocita zeta potencial, kde U je elektroforeticka

mobilita, ¢ je dielektrickd konstanta, { je zeta potencial, # je viskozita rozpoustédla, f(ka)
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vyjadiuje Henryho funkci, u kterych se jako aproximace pouzivaji bud’ hodnota 1,5 pro vodné
prostiedi, nebo 1,0 pro méfeni vzorkd v jiném nez vodném prostiedi. [58]
2 f(ka)

3n

Urceni elektroforetické pohyblivosti probiha pomoci elektroforézy vzorku, kdy je na

Ug (7)

elektrody kyvety aplikovan potencial a Castice se pohybuji smérem k elektrodé s opacnym
nabojem. Rychlost pohybu ¢astic je méfena metodou laserové dopplerovy velocimetrie. Pfi
této technice se svétlo rozptylené v uhlu 17° kombinuje s referencnim paprskem, coz vyvola

kolisajici signal intenzity. Plati, ze pomér fluktuace je umérny rychlosti ¢astic. [58]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Hyaluronan sodny: Contipro Biotech s.r.o. (Ceska republika)

Pouzité Sarze jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1: Hyaluronan sodny pouzity pro experimenty.

Hyaluronan sodny

M,, . My, (%)
Sarze
kDa kDa
815 213-6147 9
300-500 213-6349 341
213-5226 1 635
15001750 214-9062 1616

M, (*) je molekulova hmotnost ziskana pomoci HPLC/SEC-MALS analyzy provedenou vyrobcem.

Seznam pouzitych chemikalii je zobrazen v tabulce (Tabulka 2).

Tabulka 2: PouZité chemikdlie.

Chemikalie Vlastnosti

L-lysin Sigma Aldrich (Némecko), 98% TLC, CAS: 56-87-1,
Sarze BCBL1852V

L-arginin Sigma Aldrich (Némecko),99,5% NT, CAS: 74-79-3,

6-aminokapronova kyselina

L-arginin monohydrochlorid

Polystyren sulfonat sodny

Chlorid sodny

Dihydrogenfosfore¢nan draselny

Hydrogenfosforec¢nan draselny

Sarze BCBB9650

Sigma Aldrich (Némecko), 99%, CAS: 60-32-2, Sarze
038K0716

Sigma Aldrich (Némecko), 98,5-101 %, CAS 1119-34-
2, Sarze BCBC4471V

Sigma Aldrich (Belgie), CAS: 25704-18-1 SarZe
BCBLA4875V, stfedni My, 70 kDa

Lachner (Ceska republika), CAS: 7647-14-5, &istota
99,5 %

Lachner (Ceska republika), CAS: 7778-77-0, &istota
99 %

Lachner (Ceska republika), CAS: 7758-11-4, &istota
99 %
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Kyselina chlorovodikova Penta (Ceska republika), 0,1 N vodny roztok — 1000 ml,
Sarze 1609090915V

2.2 Priprava roztoki

2.2.1 Priprava zasobniho roztoku PBS

Pro pfipravu zasobniho roztoku fosfatového pufru bylo v 1000 ml ultra Cisté deionizované
vod¢ z piistroje PURELAB rozpusténo 2,83 g K,HPO,, 0,19 g KH,PO,4 a 8 g NaCl. Roztok

byl pro dokonalé promichéani ponechan pred pouzitim 24 h na michacce v uzaviené nadobé.

2.2.2 Priprava roztoku hyaluronanu a polystyren sulfonatu sodného

Roztoky hyaluronanu pouzivané v praci o koncentraci 0,1 %hm pro molekulové hmotnosti
1616 kDa, 1635kDa, 341kDa i 9kDa byly pfipravovany piimym rozpousténim
hyaluronanu v ultracisté deionizované vodé z pristroje PURELAB. Tato voda byla pouzivana
i pti priprave vSech dalSich roztokti a méfeni. VSechny komponenty roztokd, tedy hyaluronan
i voda, byly béhem ptipravy vazeny. Roztoky byly pfed méfenim ponechany 24 h v uzaviené
nadobé michat pifi laboratorni teploté. Pokud vzorky nebylo mozné zméfit ihned, byly
uchovavany v chladni¢ce pii teploté do 5 °C v uzavienych nadobach po dobu maximalné
jednoho tydne z divodi zamezeni mozné degradace hyaluronanu [66].

Obdobné jako v pfipadé vodnych roztoki se postupovalo i v piipadé roztokd
pfipravovanych v prostiedi PBS.

Roztoky polystyren sulfonatu sodného (NaPSS) byly pfipravovany jako srovnavaci
k roztokiim hyaluronanu o koncentraci 0,1 %hm. Byla zvolena takova koncentrace, aby pocet
zaporn€ nabitych skupin v roztocich hyaluronanti odpovidal poctu zaporné nabitych skupin

v roztoku NaPSS. Vzhledem k rozdilné molekulové hmotnosti monomeru (hyaluronan
Mr=401,3g-mol” a NaPSS Mr=206,2g-mol™") bylo spo¢itano mnozstvi zaporné
nabitych karboxylovych skupin v 0,1 g hyaluronanu na 2,4919-10* mol. Pro stejny pocet

zaporné nabitych sulfonovych skupin v fetézci polystyren sulfonatu je tfeba navazit 0,051 4 g
NaPSS. Vysledna koncentrace NaPSS tedy byla stanovena na 0,051 4 %hm. Vzorky byly
pfipravovany stejnym zpusobem jako v pfipadé roztokd hyaluronanu, tedy pfesnym
navazovanim obou komponent roztoku na analytickych vahach, jak NaPSS v podobé

nazloutlého prasku, tak ultracisté deionizované vody z piistroje PURELAB.
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223 Priprava roztoku aminokyselin
Roztoky Cistych aminokyselin byly pfipravovany v odmémych baikach pifimym
rozpou§ténim dané aminokyseliny (lysinu, argininu, 6-aminokapronové kyseliny nebo arginin
hydrochloridu) v ultracisté deionizované vodé z piistroje PURELAB. VSechny aminokyseliny
ve formé prasku byly béhem pfipravy vazeny, tak aby vyslednd koncentrace aminokyseliny
v roztoku byla 6, 350 nebo 400 mM.

Roztoky obsahujici hyaluronan nebo polystyren sulfonat s aminokyselinou rozpusténé
v ultracisté vodé byly piipravovany obdobnym zpusobem. Nejprve byl pfipraven roztok
aminokyseliny o pozadované koncentraci v odmérmé barice a po dokonalém promichani byl
pridavan k presné navazenému hyaluronanu tak, aby koncentrace hyaluronanu byla vzdy
0,1 %hm. V ptipadé¢ NaPSS se jednalo o koncentraci 0,051 4 %hm. Néasledn¢ byl vzorek
ponechan 24 h na michacce v uzaviené nadobé pti laboratorni teplot¢.

Obdobné jako v pfipadé vodnych roztoki se postupovalo i v piipadé roztokd

pfipravovanych v prostiedi PBS.

2.3 Automatické titrace, méreni pH a vodivosti

Automatické titrace byly realizovany pomoci automatického titratoru (Schott Instruments:
Titronic Universal), ktery byl propojeny s pH metrem Mettler Toledo (sklenéna elektroda
Metrohm 6.0256.100) a vodivostni elektrodou (Mettler Toledo InLab 731). Pfed pouzitim byl
pH metr kalibrovan pomoci tii kalibracnich pufri v predpokladaném rozsahu métreného pH,
temperovanych na 25°C. Kpfesnému objemu vzorku (32,5 ml) obsahujicimu bud
hyaluronan, hyaluronan s aminokyselinou nebo NaPSS c¢isty nebo v kombinaci s nékterou
z aminokyselin, pfipadné roztok samotné aminokyseliny rozpusténé bud v Cisté vodeé nebo
v PBS, byla v malych objemech (0,05 ml/60 s) pfivadéna 0,1 M HCI a za stdlého michani
vzorku byla kontinualné méfena vodivost a pH. Koncentrace aminokyseliny v roztocich pro
tato meéfeni méla koncentraci vzdy 6 mM. Ziskana data byla vynasena do grafu, kde na ose y
byly zobrazeny hodnoty nameétrené¢ho pH resp. vodivosti a na ose x objem piidané kyseliny

chlorovodikové.

24 Méreni dynamického rozptylu svétla a zeta potencialu

Pomoci pristroje Zetasizer Nano ZS od spolecnosti Malvern Instruments a titraéni jednotky
MPT-2 Autotirator byly provadény automatické titrace hyaluronanu o koncentraci 0,1 %hm

a molekulovych hmotnostech 9, 1616 a 1635kDa roztoky Arg a Arg hydrochloridu
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o koncentracich 0,2 a 0,4 M. Byly zaznamenavany hodnoty velikosti ¢astic, zeta potencialu
a pH. Méfeni probihalo pfi teploté 25 °C v prato¢né cele (DTS 1070). Objem hyaluronanu pro
titraci byl stanoven na 10 ml. Ziskana data velikosti koloidnich ¢astic a zeta potencialu byla

vynasena proti koncentraci titracniho Cinidla.

2.5 Méreni ultrazvukové rychlosti a zeslabeni

Ke zkoumani interakci mezi hyaluronanem a aminokyselinami byl pouzit pristroj HRUS 102,
od firmy Ultrasonic Scientific, Irsko. VSechny vzorky byly méfeny na tfech frekvencich
v rozsahu 2,5-15,0 MHz, pfic¢emz plati, ze harmonicka cisla pikd, ktera se pocitaji jako podil
frekvence piku a rozdilu frekvenci dvou sousednich pikd, byla stejna pro vSechny méfené
vzorky a referencni médium. Cisla pikt, pfi kterych probihalo méfeni, byla 22,46; 94,30
a 121,00. Protoze méteni na ultrazvukovém spektrometru jsou provadéna jako komparativni
[52], byly vSechny vzorky méfeny proti ¢istému rozpoustédlu, tedy vode.

Do pfistroje byl davkovan vzdy presn€ jeden mililitr odplynéného vzorku. Odplynéni bylo

provadéno na centrifuze pii 3 000 ot/min po dobu 5 minut.

2.5.1 Titra¢ni méreni

Ptistroj HRUS 102 umoziuje provadét fadu raznych druhtt méfeni, jako je kinetické (za
konstantni teploty), titra¢ni nebo méfeni v teplotnim rezimu [52]. V experimentalni ¢asti této
préace byly kombinovany dva typy méfeni, a to méfeni kinetické pii 25 °C a titracni, kdy se za
stalé teploty privadél roztok aminokyseliny (titru) k roztoku hyaluronanu v mérné cele.
Teplota roztokt v celach byla kontrolovana pomoci termostatu s vodni lazni Thermo Haake
Phoenix s presnosti +0,01 °C.

Béhem titracniho méfeni byla aplikovana jednak titrace s manualnim pfidavanim
aminokyseliny (Obrdazek 18) pouze se spodnim michanim (400 ot/min) méfeného roztoku
v cele.

Pro ptidavani roztoku aminokyseliny byla vyuzita Hamilton syringe o objemu 100 pl
a minimalni velikosti pfidavku 2 pl.

Velikost pridavku titratniho Cinidla byla 2 pl respektive 6 ul. Po pfidavku bylo zapnuto
spodni michani po dobu 3 minut pro dokonalé promiseni vzorku, nasledované ustalovanim
vzorku po dobu 6 min, tak aby data ultrazvukové rychlosti a zeslabeni vyuzita pro
vyhodnoceni byla stabilni. Pro vyhodnoceni byly odecitany vzdy tfi posledni ustalené

hodnoty relativni rychlosti 1 zeslabeni.

35



Obrazek 18: Systém pro manualni pridavani aminokyselin.

2.6 Vyhodnoceni dat a diskuze

2.6.1 Titrace provadéné na ultrazvukovém spektrometru

Na ultrazvukovém spektrometru byly provadény dva zakladni typy titraci. V prvni fadé se
jedna o titrace, béhem kterych bylo pfidavano titracni ¢inidlo do koncentrace 14,107 5 mM
(42 wl titraéniho Ccinidla). V druhém ptfipadé byl koncentracni rozsah navySen az na
koncentraci 30,656 9 mM (96 ul titracniho cinidla). Nizsi rozsah koncentraci znamena
pfiblizn€ 5,9 molekul aminokyseliny na jednu nabitou disacharidovou jednotku hyaluronanu,
ptipadné monomer NaPSS. V piipadé¢ vys§i koncentrace je piebytek asi 12,8 molekul
aminokyseliny na jeden zaporny naboj hyaluronanu, resp. NaPSS.

Vysledné zavislosti jsou pruimérem tii opakovanych méfeni pro kazdou titraci. V programu
MS Excel byly k jednotlivym hodnotam stanoveny smérodatné odchylky, ktera jsou v grafech
znazornéné pomoci chybovych useCek. Data relativnich rychlosti byla vyhodnocena pomoci

statistického programu QC Expert 3.3 software (TriloByte, Czech Republic). V naméfenych
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zavislostech nezalezi na frekvenci, pii které je vzorek méfen. Proto jsou uvadény pouze

vysledky z méfeni na Cisle piku (€. p.) 94,3.

2.6.1.1 Ultrazvukova rychlost, 42 ul titracniho Cinidla

Namétena data (Obrdzek 19) popisuji zavislost relativni rychlosti zvukové viny prochazejici
vzorkem v zavislosti na koncentraci pridaného titratniho ¢inidla — arginin hydrochloridu
a prostfedi, do kterého byl titrovan. Obecné plati, ze vychozi roztoky hyaluronanu mély vzdy
koncentraci 0,1 %hm, roztoky NaPSS pak 0,051 4 %hm a v mérné cele se nachazel vzdy 1 ml
roztoku. Vysledkem je pro kazdé prostiedi linearné€ rostouci zavislost. VSechny linearni
zavislosti jsou popsany v tabulce (Tabulka 3).

Graf na obrazku (Obrdzek 19) zaroven ilustruje, ze velikost relativni rychlosti je zavisla
nejen na mnozstvi ptidaného Arg hydrochloridu, ale také na prostedi, do kterého je pfidavan.

0,001m*

" j (smérnice) pro prostiedi hyaluronanu o molekulové
$-mo

Koncentra¢ni inkrement [

hmotnosti 9 kDa, NaPSS a vody (Tabulka 3) je pii uvazovani odchylek témér shodny, 1isi se
pouze usek, ktery ptfimky vytykaji na ose y. Titrace do prostfedi vody maji usek piiblizné
kolem hodnoty 0 m/s, coz se jevi jako spravné s ohledem na skuteCnost, ze méfeni probiha
jako komparativni a ve srovnavaci cele bylo pro vSechna métfeni umisténo Cisté disperzni
prostredi, tedy také voda. Polystyren sulfonat ma hodnotu useku niz§i v porovnani s roztoky
hyaluronanu, nebot jeho roztok mél koncentraci pouze 0,051 4 %hm na rozdil od 0,1%hm
roztokli hyaluronanu.

U molekulovych hmotnosti hyaluronant 341 a 1 635 kDa vsak dochazi k ristu velikosti
smeérnice s rostouci molekulovou hmotnosti. V pfipadé hyaluronanu o molekulové hmotnosti

1 635kDa je rozdil mezi slepou titraci a titraci do prostfedi polyaniontu pfiblizné

Im* ) . A
0,025 0,001m° , u niz§1 molekulové hmotnosti 341 kDa pak 0,013 6 0,001m_ . Usek na ose y
s - mol s -mol

vsak pro obé€ molekulové hmotnosti zistava ve shodé s nizkomolekularnim hyaluronanem.
Tento odklon smérnic od smérnic slepych titraci by mohl ukazovat na zménu v usporadani
molekul v roztoku. V pfipadé této prace by se tedy mohlo jednat pravé o vizualizaci
elektrostatickych interakci. Tato skuteCnost by mohla naznaCovat, ze C¢im vys§i je
koncentracni inkrement v porovnani se slepou titraci, tim vé&tSi je mira interakci
elektrostatickych interakci mezi polymerem a aminokyselinou.

Obdobné linearni zavislosti byly naméfeny i v pfipadé argininu. Vysledky vetné smérnic

jsou uvedeny v ptiloze (Obrazek P 1, Tabulka P 1).
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Obrazek 19: Graf znazornwujici velikosti relativni rychlosti v zdvislosti na koncentraci

pridaného Arg hydrochloridu a druhu titrovaného roztoku (c. p. 94,3).

Tabulka 3: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZzenim namérenych dat béhem titraci Arg

hydrochloridu pro jednotlivad prostiedi, spolu s vicendsobnym korelacnim koeficientem.

Arg hydrochlorid smérnicovy tvar piimky
odchylka | vicenasobny

odchylka usek
Prostiedi smérnice ‘ useku korelacni

smernice (osay)

(osay) koeficient

Hya 1 500-1 750 kDa | 0,153 6 0,001 1 0,394 5 0,009 5 0,998 4
Hya 300-500 kDa 0,142 2 0,001 5 0,390 8 0,013 1 0,996 4
Hya 8-15 kDa 0,127 6 0,001 4 0,390 8 0,012 3 0,996 0
NaPSS 0,126 9 0,000 5 0,271 0 0,004 6 0,999 4
voda 0,128 6 0,001 2 0,003 0 0,010 5 0,997 1

Data z grafu (Obrazek 20) ukazuji titrace riznych aminokyselin do prostedi hyaluronanu

o molekulové hmotnosti 1 635 kDa. Je patrné, ze velikost relativni rychlosti nezalezi na druhu
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pfidavané aminokyseliny, ale pouze na jeji koncentraci. VSechny naméfené zavislosti pro
vysokomolekularni hyaluronan byly vyhodnoceny jako linearni a vysledné smérnicové tvary
ptimek, vcetné odchylek a vicenasobného koeficientu spolehlivosti, jsou zaznamenany
v tabulce (Tabulka 4). Vyrazné vyssi hodnota smérnice (koncentraniho inkrementu) linearni
zavislosti (Tabulka 4) oproti ostatnim aminokyselindm vcetné samotného argininu v pripade
pridavki Arg hydrochloridu je pravdépodobné zpusobena obsahem chloridovych aniontd
ptidavanych do roztoku spolu s argininem. V porovnani se slepymi titracemi (Qbrdzek P 3,

Tabulka P 3) maji vSechny titrace témeéf stejnou odchylku koncentracniho inkrementu, tato

4
hodnota se pohybuje kolem 0,0250 m Nejvyssi hodnoty dosahuje u Lys
S+ mo
4 4
0,025 8 m, nejniz§i naopak u Arg 0,024 1 m Rozdily mezi jednotlivymi
s - mol s - mol

titra¢nimi ¢inidly jsou velmi malé a pfi uvazovani smerodatnych odchylek zanedbatelné.

2,7

*
4 19
o=+ W
@ 1
HEE- 191
HEEH
-

%l
~

S &
o= ¢
= @

&+
)

[ > 4
e
o« ¢

relativni rychlost (m/s)
&

oD
oD

o
W
o=

0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0
koncentrace aminokyseliny (mM)
¢ Arg.HCl WMArg ALys @®@6AKK

Obrazek 20: Graf znazoriwujici velikosti relativni rychlosti na koncentraci pridaného

titracniho cinidla pro prostredi roztoku hyaluronanu 1 500-1 750 kDa (¢. p. 94,3).
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Tabulka 4: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim naméienych dat béhem titraci

ruznych titracnich cinidel do prostredi hyaluronanu 1 5001 750 kDa.

Hya 1 500-1 750 kDa smérnicovy tvar piimky
odchylka |vicenasobny

odchylka usek
Titracni €inidlo smérnice ‘ useku korelacni

smérnice (osay)

(osay) koeficient

Arg. HCl 0,153 6 0,001 1 0,394 5 0,009 5 0,998 4
Arg 0,1355 0,001 7 0,394 1 0,014 5 0,995 2
Lys 0,138 6 0,000 5 0,360 0 0,004 6 0,999 5
6AKK 0,1397 0,001 1 0,304 0 0,009 6 0,998 0

V ptiloze na grafu (Obrdzek P 2) jsou znazornény obdobné linearni zavislosti, které jsou
popsany pomoci piimek (Tabulka P 2) pro titrace aminokyselin do prostfedi NaPSS. Nejvyssi
koncentracni inkrement ma opét arginin hydrochlorid. Pfi porovnani jednotlivych inkrementt
s inkrementy ziskanymi titracemi do vody (Tabulka P 3) vsak zjistime, ze pouze 6AKK ma
vy$8i koncentracni inkrement pfi titraci do roztoku NaPSS nez pfi titraci do vody. Tento
rozdil inkrementa je vSak v porovnani s roztoky vysokomolekularniho hyaluronanu vyrazné

niz8i a €ini piiblizné€ 0,004 3 M.
s-mol

Slepé titrace, tedy titrace aminokyselin do vody, v¢etné linearnich smérnic téchto zavislosti
jsou umistény v piiloze (Obrdazek P 3, Tabulka P 3). 1 vtomto piipadé je vidét odklon
velikosti koncentracniho inkrementu v pfipadé Arg hydrochloridu od ostatnich inkrementt
aminokyselin a zarovenl mirny odklon 6AKK od argininu a lysinu. Velikost rozdilu je vSak
v tomto piipad¢é pomérné mala.

Vyssi koncentracni inkrement v piipadé 6AKK titrované do NaPSS v porovnani s vodou
by tedy bylo mozné vysvétlit rozdilnou strukturou této molekuly oproti ostatnim pouzitym
aminokyselinam. Vzhledem k mens§i velikosti molekuly v porovnani s Arg a Lys je mozné, ze
diky strukture NaPSS, ktery ve svém fetézci nese nabitou sulfonovou skupinu na kazdém
monomeru, je pro aminokapronovou kyselinu snazs§i dosdhnout interakci v porovnani s Arg

a Lys diky sterickym divodim. U fetézct hyaluronanu tato skutecnost neplati, nebot’ je naboj

v fetézci umistén na kazdé druhé disacharidové jednotce, tedy ve vétsi vzdalenosti od sebe.
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2.6.1.2 Ultrazvukova rychlost, 96 ul titracniho Cinidla

Titrace svétsim objemem titraCniho Cinidla byly provadény pouze s Arg a Arg
hydrochloridem do roztokti hyaluronanu o molekulové hmotnosti 9 a 1 635 kDa. Cilem téchto
titraci bylo urcit, zda ani pfi vys§i koncentraci aminokyseliny nedochéazi ke zméné linearné
rostouci zavislosti relativni rychlosti na koncentraci titra¢niho Cinidla.

Obdobn¢ jako v pripad¢ titraci v nizkém rozmezi koncentraci i1 zde byla vysledna zavislost
relativni rychlosti na koncentraci pfidané aminokyseliny linearné rostouci.

Graf (Obrazek 21) zobrazuje tuto zavislost pro nizkomolekularni hyaluronan. Stejné jako
u titraci s menSim objemem titraéniho c¢inidla je koncentracni inkrement vyrazn€ vySsi
v pfipadé Arg hydrochloridu, jak ukazuje Tabulka 5. Ve shod€ s témito pozorovanimi jsou
i data zobrazend v piiloze (Obrdzek P 4, Tabulka P 4) pro vysokomolekularni hyaluronan.

Pfi srovnani koncentracnich inkrementt odpovidajicich titraci aminokyselin o objemu
pridavku 2 ul a 6 ul, dojdeme k zavéru, ze jsou jak pro Arg, tak pro Arg hydrochlorid vyssi
v pfipadé titraci s vétsSim prfidanym objemem. Tento trend je patrny predev§im pro
vysokomolekularni hyaluronan (Tabulka P 4) v ptipadé Arg hydrochloridu. Tato skutecnost
by mohla byt zptusobena vét§im pfidanym objemem titraCniho Cinidla v jednom piidavku
(6 ul) v kombinaci se zachovanim casu michani a ustalovani. Pfi zkoumani velikosti
koncentracniho inkrementu je tedy pravdépodobné presnéjsi uvazovat namérené zavislosti
s mensimi pfidavky, nebot se domnivam, ze data ziskana z té€chto titraci budou presné&jsi.

Rozdil mezi koncentra¢nimi inkrementy zde nebyl uvazovan, nebot’ slepé titrace s vétSim

pfidanym objemem nebyly realizovany.
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Obrazek 21: Graf znazoriwujici velikosti relativni rychlosti na koncentraci pridaného

titracniho cinidla pro prostredi roztoku hyaluronanu 815 kDa (¢. p. 94,3).

Tabulka 5: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim naméienych dat béhem titraci

ruznych titracnich cinidel do prostredi hyaluronanu 815 kDa.

Hya 8-15 kDa smérnicovy tvar primky
odchylka |vicenasobny
) o ) odchylka usek
Titracni €inidlo smérnice ‘ useku korelacni
smeérnice (osay)

(osay) koeficient
Arg.HCl1 0,1330 0,000 4 0,436 2 0,006 7 0,999 7
Arg 0,1130 0,000 4 0,405 2 0,008 5 0,999 3

Z vysledka pro oba druhy titraci je patrné, ze nedochazi k zadnym zménam v zavislosti

relativni rychlosti na koncentraci ptidané aminokyseliny. Ta ziistava linearné rostouci v celém

rozsahu, na rozdil od titraci stenzidy, kdy dochazi k vyraznym zménam v zavislosti na

koncentraci pfidaného tenzidu [20]. Domnivam se, ze tento rozdil bude zptsoben rozdilnou

stavbou tenzidl v porovnani s aminokyselinami.
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Diky pfitomnosti hydrofobni a hydrofilni ¢asti tenzidu dochazi béhem zvySovani jeho
koncentrace k hromadéni tenzidu nejprve na mezifazovém rozhrani, s dalSim zvySovanim
koncentrace pak kvytvafeni micel, jak dobfe ilustruje Obrdzek 6. Proto béhem titraci
s tenzidy nastava tolik zmén v relativni rychlosti, nebot’ relativni rychlost reaguje na mnozstvi
tenzidu pfitomného v roztoku (Obrdazek 16), at uz volného nebo ve formé& micel, a ta se
s rostouci koncentraci méni nelinearné.

Je tedy patrné, Ze aminokyselina, ktera je ve vodném prostiedi nabita na opacnych koncich
molekuly, béhem prikapavani do roztoku hyaluronanu nebo NaPSS pouze pfimo umeérné
zvySuje svoji koncentraci v roztoku a tim i relativni rychlost. To vede k linearnimu nartstu
relativni rychlosti.

Dulezitym znakem pii zkoumani elektrostatickych interakci mezi aminokyselinami
a zaporn¢ nabitymi polymery by se tedy mohly stat rozdily mezi koncentraCnimi inkrementy

u slepych titraci a odpovidajicich titraci do prostiedi polyaniontd.

2.6.1.3 Redéni roztokii v dusledku titrace

Pokud budeme uvazovat, ze odklon smérnice zavislosti relativni rychlosti na koncentraci
titracniho Cinidla od slepych titraci znamena vyjadfeni miry interakci, jako jediny interagujici
polymer se jevi hyaluronan o molekulovych hmotnostech 341 a 1 635 kDa (Obrdzek 19 a
Obrazek P 1). V piipadé NaPSS je jako jedinou interagujici latku mozné uvazovat 6AKK.
Zied'ovanim roztokd hyaluronanu nebo NaPSS vodou obsazenou v pridavaném roztoku
titracniho Cinidla by mélo dochazet ke snizovani relativni rychlosti. Naopak pfidavkem
malych rigidnich molekul a iontl dochazi k jejimu zvySovani. Vzhledem k experimentalné

stanovené rovnici y =3,601- x+0,042 [49], kterd odhaluje zavislost mezi relativni rychlosti

zvukovych vin prochézejicich roztokem hyaluronanu na jeho koncentraci v %hm, znamena
ztedéni hyaluronanu o 4,08 % hm zmeénu relativni rychlosti o 0,014 7 m/s v piipadé titraci
s pridavkem 42 pl. U titraci s pfidanym objemem 96 pul je zména koncentrace 8,79 %hm,
které odpovida zména relativni rychlosti 0,031 6 m/s. Tyto zmény v relativni rychlosti

v disledku fedéni vzorkt ilustruje Obrazek 22.
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$ fedéni

$ fedéni

relativni rychlost (m/s)

koncentrace aminokyseliny (mM)

—— Zmg¢na relativni rychlosti v dusledku fedéni polymeru.
——— Nameéfené hodnoty relativni rychlosti béhem titrace.

——  Velikost relativni rychlosti pfi uvazovani fedéni.

Obrazek 22: Schématické zndzornéni zmény relativni rychlosti v diisledku vedéni roztokii

béhem titrace.

Pro vypocet miry zmény relativni rychlosti bylo nutné provést vazeni jednotlivych roztoka
béhem titrace. Tabulka P 5 ukazuje jednotliva data z méfeni hmotnosti 1 ml roztokt
hyaluronanu. Z naméfenych hodnot byly vypocitany prumér a smérodatna odchylka. Hodnota
pruméru pak byla pouzita pro dal§i vypoclty. Zaroven bylo béhem méfeni zjiSténo, ze
hmotnost roztoku nezavisi na molekulové hmotnosti hyaluronanu, ze které byl roztok
pfipraven. Data v tabulce (Tabulka P 6) ukazuji hmotnosti roztokd aminokyselin. Pro
stanoveni hmotnosti pfidavku 2 a 6 ul jednotlivych titranich Cinidel byly vazeny tyto roztoky
po péti pridavcich, tedy 10 pl. Pridavky byly uskuteénény pomoci stejné Hamilton syringe,
kterou byly davkovany béhem titraci do roztokt polymert.

Na zakladé téchto vysledki byly prepocitany pramérné hodnoty koncentraci vzorku

a nasledné pomoci rovnice y=23,601-x+0,042 [49] 1 velikost relativni rychlosti. Ziskana

data byla vynesena do grafii s upravenou hodnotou relativni rychlosti, jak ukazuji vybrané
grafy na obrazcich (Obrdazek P 5, Obrazek P 6 a Obrazek P 7), a k nim byla pomoci
programu QC expert doplnéna pfislu§nd vyhodnoceni linearnich zavislosti (Tabulka P 7,

Tabulka P 8, Tabulka P 9).
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Ze zjisténych velikosti koncentracnich inkrementt, které jsou ve vSech ptipadech priblizné

0,00Im* et NIV
o 0,0010 — vetsi v porovnani s piisluSnymi koncentra¢nimi inkrementy bez
S - mo

uvazovani fedéni, je mozné se domnivat, Ze v piipadé roztokd hyaluronanu nehraje fedéni
vyznamnou roli, nebot v mnoha pfipadech je velikost smérodatné odchylky koncentracniho
inkrementu vétsi nez rozdil mezi koncentraénimi inkrementy s fedénim a bez ného.

V piipadé roztokd polystyren sulfonatu nebyla stanovena obdobna experimentalni rovnice

jako pro roztoky hyaluronanu a nebylo tedy mozné spocitat ptripadny vliv fedéni.

2.6.1.4 Ultrazvukové zeslabeni

Spolu s méfenim ultrazvukové rychlosti bylo u vSech titraci méfeno i zeslabeni zvukovych
vin béhem prichodu vzorkem.

Pfi srovnani s daty ziskanymi méfenim relativni rychlosti je vSak patrnd mnohem vétsi
odchylka v ramci jednotlivych méfeni, vyjadiena pomoci chybovych usecek. Tato skuteCnost
je navic velmi dobfe patrnad z dat vyobrazenych na obrazcich (Obrazek 23, Obrazek P 9 a
Obrazek P 10), které zobrazuji velikost relativniho zeslabeni béhem titraci jednotlivych
aminokyselin do vody. Z dat je mozné usuzovat pouze na mirn€ snizujici se relativni
zeslabeni s rostouci koncentraci v pfipadé Arg hydrochloridu, resp. na rostouci relativni
zeslabeni u Arg. Hodnotam Lys i 6AKK vzhledem k velikosti chybovych usecek neni mozné

pfifadit zadny trend.
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Obrazek 23: Graf zndzornujici velikosti relativniho zeslabeni na koncentraci pridaného

titracniho cinidla do vody (¢. p. 94,3).

Data z grafi (Obrazek 24, Obrazek 25) znazornuji velikost relativniho zeslabeni pro
rostouci koncentraci Arg, resp. Arg hydrochloridu v zavislosti na prostiedi. Pro obé skupiny
dat je spolecnym znakem odliSna velikost relativniho zeslabeni pro hyaluronan
o molekulovych hmotnostech 341 a 1635 kDa. V ptipadé pfidavaného Arg hydrochloridu
nastava zlom u obou molekulovych hmotnosti piiblizné u koncentrace 8,2 mM, zatimco
u Cistého Arg je tento zlom posunut do koncentrace kolem 10 mM.

Ostatni polymery zobrazené na grafu (Obrazek 24), tedy NaPSS a hyaluronan
o molekulové hmotnosti 9 kDa, kopiruji trend vody a zadny vyrazny zlom v jejich piipadé
zaznamenan nebyl. Obdobné jako v piipadé dat vyobrazenych na obrazku (Obrdzek 25) je

patrné, Ze u této dvojice polymert k Zadnému zlomu nedochazi.
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pridaného Arg hydrochloridu a druhu titrovaného roztoku (c. p. 94,3).
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Obrazek 25: Graf zndazornujici velikosti relativniho zeslabeni v zavislosti na koncentraci

pridaného Arg a druhu titrovaného roztoku (¢. p. 94,3).
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Toto pozorovani je v souladu s daty uvedenymi na grafech (Obrdazek 26, Obrazek 27),
které ukazuji zavislost relativniho zeslabeni na koncentraci pro jednotlivé pridané
aminokyseliny v prostifedi vysokomolekularniho hyaluronanu a polystyren sulfonatu.

Obrazek 26 dobie dokladd zlom v relativnim zeslabeni pro vSechny aminokyseliny.
V ptipadé Arg hydrochloridu dochazi ke =zlomu dfive v porovnani s ostatnimi
aminokyselinami pfi koncentraci pfiblizné€ 8,9 mM, zatimco u zbylych aminokyselin se zlom
objevuje pifiblizné v oblasti 10,2 mM. Naopak graf na obrazku (Obrdzek 27) znazoriuje
velikost relativniho zeslabeni pro NaPSS béhem ptidavani raznych aminokyselin. Je patrné,
ze na rozdil od pfitomnosti vysokomolekularniho hyaluronanu v titrovaném roztoku zde ve
studovaném koncentranim rozsahu nedochazi k obdobnému zalomeni.
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Obrazek 26: Graf zndzornujici velikosti relativniho zeslabeni na koncentraci pridaného

titracniho cinidla pro prostredi roztoku hyaluronanu 1 500-1 750 kDa (¢. p. 94,3).
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Obrazek 27: Graf zndzornujici velikosti relativniho zeslabeni na koncentraci pridaného

titracniho cinidla pro prostredi roztoku NaPSS (¢. p. 94,3).

Naméfené zavislosti relativniho zeslabeni zvukovych vin v zéavislosti na koncentraci
aminokyseliny vykazuji zlom predev§im pro polymery hyaluronanu o molekulovych
hmotnostech v rozsahu 300-500kDa a 1500-1750kDa pro vSechny studované
aminokyseliny. Naopak u NaPSS a hyaluronanu s nejnizs§i molekulovou hmotnosti 9 kDa
k zaddnému podobnému zlomu nedochézi.

Zména v zavislosti relativni rychlosti by mohla mit dva rizné divody. Vzhledem k tomu,
Ze je tato zména patrna predevsim u hyaluronanu s konformaci nahodného klubka [66], mohla
by zmeéna velikosti zeslabeni zvukovych vin souviset s konformacni zménou ve struktufe
polymeru diky postupnému vysycovani vaznych mist. Toto pozorovani je zarovefi ve shod¢ se
zaveéry z vyhodnocovani dat relativni rychlosti, kde byly pfedpokladané interakce vyrazné
predev§im s hyaluronanem o vysoké molekulové hmotnosti. V piipadé ty¢inkovitych struktur
hyaluronanu je mozné, ze béhem piipadnych interakci ke zmé&nam ve struktuie nedochazi. Je
vSak potfeba brat v uvahu také velikost chybovych usecek, které napovidaji, ze mnohem
presnéj§im parametrem pro vyhodnocovani interakci je v porovnani se zeslabenim zvukovych

vin relativni rychlost.
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Pokud bychom brali v uvahu zavéry z méfeni relativniho zeslabeni, které by mohlo
ukazovat na zmény ve struktufe polymeru v dasledku interakci, je mozné, ze u dat relativni
rychlosti neznamend odklon koncentracniho inkrementu od slepé titrace miru interakci mezi
polyanionty a titratnim cinidlem, ale pravé vizualizaci téchto konformacnich zmeén.
Vzhledem k tomu, Ze u polymera tyCinkovitého tvaru zména pravdépodobné neprobiha, maji
smérnici shodnou se slepou titraci, naopak u vysokomolekularniho hyaluronanu, ktery
zaujima konformaci nahodného klubka, je rozdil mezi koncentratnimi inkrementy

nezanedbatelny.

2.6.2 Titrace provadéné na DLS

Pomoci dynamického rozptylu svétla byly zkouméany interakce hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 9 a 1635kDa kazda s0,2M Arg a Arg hydrochloridem. V piipadé
vysokomolekularniho hyaluronanu byla koncentrace aminokyselin navysena na 0,4 M.

Provadéna byla vzdy jedna titrace, béhem niz byly zaznamenavany hodnoty velikosti Castic
ve tfech opakovanich a hodnoty zeta potencialu ve Ctyfech opakovanich. Z téchto hodnot byly
vypocitany smérodatné odchylky pomoci programu MS Excel, které jsou v grafech
znazornény pomoci chybovych tsecek.

Hodnota Z-average, ktera byla zvolena pro charakterizaci velikosti ¢astic, je definovana
jako priméra velikost harmonické intenzity praméru Castice. Takto ziskana hodnota
velikosti Castic je srovnatelna s vysledky z ostatnich technik pouze v pfipadé, ze se jedna
o monodisperzni systém s ¢asticemi sférického tvaru ve vhodném prostiedi. Vzhledem
k tomu, ze je pramérna velikost ¢astic vazena patou mocninou, je méfeni citlivé na pritomnost
velmi malého mnozstvi vétSich castic, které mohou zcela zastinit pfitomnost menSich

agregatu. [63]

2.6.2.1 Titrace 0,2 M roztoky

Data v grafech zobrazuji zavislost velikosti ¢astic (z-average) a zeta potencialu na koncentraci
pfidavaného Arg (Obrdzek 28) a Arg hydrochloridu (Obrdzek 29) do prostiedi hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 9 kDa.

Oba dva roztoky maji na pocatku zapornou hodnotu zeta potencialu. B€hem ptidavani Arg
dochazi k postupnému snizovani zeta potencialu z pocatecnich nestabilnich hodnot potencialu
-22,85 mV az na hodnoty pod -40 mV. Dochézi tedy ke stabilizaci systému. V ptipadée
ptidavki Arg hydrochloridu je vychozi hodnota potencialu téméf -33 mV. Na rozdil od
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ptidavkd Arg dochazi béhem titrace k mirnému narGstu a nasledné, s rostouci koncentraci
aminokyseliny ke stabilizaci systému na hodnotach kolem -30 mV.

V ptipadé velikosti cCastic kopiruji data u titrace Arg vizudlné trend zeta potencialu.
Podobné jako v jeho pfipad€ i zde dochazi s rostouci koncentraci k poklesu, jedna se vSak
o zménu ve velikosti ¢astic z poc¢atecni hodnoty 405 nm az na hodnotu pfiblizn€ 150 nm pfi
koncentraci pfiblizné 8 mM. Po tomto bodé maji data mirn€ rostouci trend a v posledni Casti
titrace dochazi ke stabilizaci kolem 200 nm. U titrace Arg hydrochloridem neni v datech
ziejmy trend jako v predchozim piipadé. Hodnoty velikosti Castic v prabéhu titrace pouze

osciluji kolem hodnoty 400 nm.
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Obrazek 28: Pritbéh titrace 0,2 M Arg do hyaluronanu 8—15 kDa.
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Obrazek 29: Pritbéh titrace 0,2 M Arg hydrochloridu do hyaluronanu 8—15 kDa.

V ptipadé titraci do prostiedi vysokomolekularniho hyaluronanu jsou trendy ve velikosti
Castic v prubéhu titrace Arg (Obrdzek 30) i Arg hydrochloridem (Obrazek 31) stejné.
V prubéhu titrace dochazi k poklesu velikosti Castic, samotna velikost se vSak vyraznéji lisi.
V ptipadé titrace Arg se jedna o pokles z piiblizné 5 645 nm k 1 000 nm, u hydrochloridu je
pocatecni hodnota kolem 1640 a klesa az na 588 nm. Tato skuteCnost by mohla byt
zpusobena rozdilnou §arzi hyaluronanu pouzitého na pfipravu roztokli. Zatimco hyaluronan
titrovany Arg hydrochloridem mél molekulovou hmotnost 1 635 kDa, titrace Arg probihala
do roztoku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 616 kDa.

Zeta potencial v obou pfipadech titraci ve finalni koncentraci osciluje v zapornych

hodnotach pod =30 mV a systém se proto jevi jako stabilni.
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Obrazek 30: Prithéh titrace 0,2 M Arg do hyaluronanu 1 5001 750 kDa.
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Z vysledka ziskanych titracemi 0,2M roztoky aminokyselin do prostfedi nizko
a vysokomolekularniho hyaluronanu nemizeme usuzovat jednoznacné zavéry. K interakcim
mezi hyaluronanem a aminokyselinami nicméné mohlo ve studovaném rozsahu interakci
dojit.

V piipadé zeta potencialu by nejspiSe v prabéhu titrace nemélo dojit ke zmeéné ze
zapornych hodnot. Tabulky (Tabulka 6, Tabulka 7) zobrazuji primeéry naméfené¢ho pH
z poslednich tfech piidavka titrace pro obé aminokyseliny do obou typt roztokt hyaluronanu.
U pH naméteného pro 0,2 M Arg je mozné predpokladat jeden kladny a jeden zaporny naboj
na molekule. Pokud by tedy takovato molekula interagovala s hyaluronanem, kladny naboj
aminoskupiny aminokyseliny by kompenzoval zaporny naboj karboxylové skupiny
hyaluronanu. Aminokyseliné by vSak stale zbyval jeden zaporny naboj, ktery by mohl
suplovat ulohu kompenzovaného naboje. Vysledny zeta potencial by tedy pravdépodobné
zustal nezménén. Mimé odlisna situace s naboji ve struktufe aminokyseliny je v pfipadé Arg
hydrochloridu. Vzhledem k naméfenému pH lze na molekule predpokladat ob& kladn€ nabité
aminoskupiny a zaporny naboj skupiny karboxylové. V takovém piipadé by
u vysokomolekularniho hyaluronanu, ktery v roztoku tvoii nahodné klubko [66], pfipadala
v uvahu moznost intramolekularnich nebo intermolekularnich vazeb. U polymerti s nizsi
molekulovou hmotnosti, které méaji v roztoku tvar ty¢inky [31], [66] by se pravdépodobnéji
jednalo o intermolekularni interakce. Neinteragujici zdporny naboj by poté opét dodaval
pfipadné vzniklym aglomeratim polymeru s aminokyselinou zapornou hodnotu potencialu,
ktera by se vSak pohybovala v méné zadpornych hodnotach potencialu vzhledem k men§imu
mnozstvi pfitomného zaporného naboje.

V piipadé€ velikosti Castic by nameéfené mensi hodnoty velikosti Castic ke konci titraci
v porovnani s vychozimi  nemusely nutn€é znamenat nepfitomnost interakci.
U vysokomolekularniho hyaluronanu by interakcemi doslo k posunuti zaporného naboje
smérem od fetézce, v piipadé Arg hydrochloridu navic 1 ke snizeni jeho mnozstvi v celé délce
fetézce. Tato skuteCnost by mohla mit za nasledek lepsi sbaleni nahodné usporadaného klubka
fetézce, a tedy 1 zmenSeni hydrodynamického poloméru. U nizkomolekularniho hyaluronanu
je v piipadé Arg pokles kompenzovany rastem velikosti Castic, u Arg hydrochloridu velikost

v prubéhu titrace zistava konstantni.
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Tabulka 6: Prumérné hodnoty naméreného pH béhem poslednich tiech pridavki 0,2 M

roztoku aminokyseliny do roztokit hyaluronanu 9 kDa.

Hya 8-15 kDa pramér pH smérodatna odchylka
Arg 9,42 0,00
Arg.HC1 6,80 0,02

Tabulka 7: Prumérné hodnoty naméreného pH béhem poslednich tiech pridavki 0,2 M
roztoku aminokyseliny do roztokit hyaluronanu 1 500—1 750 kDa.

Hya 1 500-1 750 kDa prumér pH smérodatna odchylka
Arg 9,63 0,01
Arg.HCI 7,09 0,01

2.6.2.2 Titrace 0,4 M roztoky

Cilem titraci s vyssi koncentraci roztokd aminokyselin bylo zjistit, zda ani ve vyrazné vyssich
koncentracich nedochazi k vyraznym zménam ve velikosti nebo zeta potencialu. Pomér
jednoho naboje hyaluronanu v roztoku o koncentraci 1 %hm je pifi vysledné koncentraci
aminokyseliny 100 mM pfiblizn€ 53 molekul aminokyseliny na jednu disacharidovou
jednotku hyaluronanu. Je tedy patrné, ze molekul aminokyselin je v roztoku znaény prebytek
a nepfitomnost interakci z diivodi nizké koncentrace molekul, pfi které by se interakéni
centra molekul mohla v roztoku mijet.

Z vysledkd znazornénych na grafech (Obrazek 32 a Obrazek 33) je patrné, ze velikost
¢astic s mnozstvim pfidanych molekul aminokyseliny klesa, stejné jako v pfipadé€ titraci
0,2 M roztoky. V pripadé Arg hydrochloridu (Obrdzek 33) je mozné pozorovat zastaveni
velikosti poklesu Castic priblizné pii koncentraci 35 mM, za touto koncentraci zlstava
velikost ¢astic nezménéna a pohybuje se kolem hodnoty 500 nm. Zeta potencial mirn€ vzrusta
a jeho velikost je pfi finalni koncentraci -21,25 mV. Systém se tedy nachazi v nestabilni
oblasti potencialu. Zeta potencial u titrace Arg (Obrazek 32) se drzi na zapornych hodnotach
v rozmezi mezi -64 a -45 mV, tedy ve stabilni oblasti, velikost ¢astic pak s koncentraci klesa.

pH v pripadé titraci koncentrovanéj$imi roztoky zistava stejné, co se mnozstvi naboji na
aminokyselinach tyka, jak ukazuje Tabulka 8. Je tedy pravdépodobné, ze i1 zde plati stejna
uvaha, ktera byla zminéna vySe. Ta je navic podpofena pomérné rychlym poklesem ve

velikosti ¢astic béhem titrace Arg hydrochloridem, kdy se velikost jiz od koncentrace 35 mM
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vyznamnéji neméni. Je mozné uvazovat, ze se jedna o koncentraci, pfi niz dojde k interakci na

vSech karboxylovych skupinach hyaluronanu, a tedy k nejlepSimu moznému sbaleni fetézce.

Také velikost potencialu, ktery osciluje kolem hodnot -20 mV a je tedy vyrazné méné

zaporny v porovnani s vychozim systémem, ukazuje na mozné interakce.
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Obrazek 32: Pritbéh titrace 0,4 M Arg do hyaluronanu 1 5001 750 kDa.

Tabulka 8: Prumérné hodnoty naméreného pH béhem poslednich tiech pridavkii 0,4 M

roztoku aminokyseliny do roztoku hyaluronanu 1 5001 750 kDa.

Hya 1 500-1 750 kDa prumér pH smérodatna odchylka
Arg 10,10 0,00
Arg.HCI 6,97 0,02
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Obrazek 33: Prithéh titrace 0,4 M Arg hydrochloridu do hyaluronanu 1 500—1 750 kDa.

Z naméfenych dat  pomoci DLS je zfemé, Zze kinterakcim v systému
hyaluronan-aminokyselina mize dochazet. Potencial béhem titraci zlstava zaporny a velikost
Castic se srostouci koncentraci aminokyseliny zmensuje, resp. u nizkomolekularniho
hyaluronanu zistava pfiblizné stejna. Pii vyhodnocovani vysledki je vSak dualezité si
uvédomit, ze u kazdé titrace bylo provedeno pouze jedno opakovani. Nektera data, jako
v piipad€ zeta potencialu na grafu (Obrdzek 33), je mozné povazovat za ne uplné presna
a uskoceni zeta potencialu od koncentrace 62,5 mM na hodnoty kolem —23 mV za pfipadnou

chybu méfeni.

2.6.3 Méreni pH a vodivosti

Elektrostatické interakce byly také zkoumany pomoci pridavka 0,1M kyseliny
chlorovodikové. Pro kazdou aminokyselinu byly pfipraveny roztoky cisté aminokyseliny,
aminokyseliny se studovanym polymerem a nakonec byl titrovan i samotny polymer.
Zobrazené vysledky jsou primérem ze dvou opakovani samostatné pfipravovanych
roztokd.
Cilem téchto ftitraci bylo zjistit pfipadné interakce mezi polymery a aminokyselinami

meétrenim pH a vodivosti. Obdobné titrace s méfenim pH a vodivosti byly rozpracovany jiz
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v praci doktorky Krouské [22]. Proto byly zvoleny jako metoda urcujici pfitomnost nebo

nepiitomnost elektrostatickych titraci.

2.6.3.1 Méieni pH

V systémech obsahujicich Arg spolu s nizkomolekularnim hyaluronanem (9 kDa)
a polystyren sulfonatem byly interakce zaznamenany. Data na grafech (Obrdzek 34, Obrazek
P 11) jednozna¢né ukazuji na rozdil pro roztoky obsahujici pouze Arg a Arg spolu

s polymerem.

Vi (ml)

¢ Arg + Hya 10-30 kDa Hya 10-30kDa e Arg

Obrazek 34: Graf zndzornujici zménu pH béhem pridavkii 0,1 M HCI pro ruzné systémy.

Veétsi spotieba HCI pro dosazeni bodu ekvivalence v porovnani se systémem obsahuji Arg
s hyaluronanem ptipadné NaPSS je zpusobena vétSim mnozstvim volnych molekul
aminokyseliny, které jsou schopny interakce s molekulami kyseliny chlorovodikové.
Pritomnost volnych —NH;, které maji bazicky charakter, vede k pomalej§i zméné pH
roztoku [22]. Cast molekul aminokyselin, které jsou v piebytku oproti zapornym nabojim
hyaluronanu resp. NaPSS v poméru piiblizné 1:2,41, je zbavena svého bazického chovani
diky moznosti elektrostatickych interakci s polymerem. Diky tomu je mnozstvi HCI potiebné

58



pro stejny pokles pH nizsi u systéma s polymerem, pokud dochazi k interakcim. Tato teorie je
nazorné zpracovana v tabulkach (Tabulka 9, Tabulka 10).

Tabulka 9 znazortiuje mozné reakce v systému s obecnou aminokyselinou majici dveé
aminoskupiny, kterd je rozpusténa ve vodé. Takova aminokyselina je v pfipadé vodného
roztoku nabitd jednim kladnym a jednim zapornym nabojem. Protoze pfi reakci s kyselinou
chlorovodikovou se v prvni fazi jedna pfedevsim o reakci s aminoskupinami, je skutecnost, ze
aminokyselina (AMK) m4 jiz jeden kladny naboj ilustrovany pomoci ,,*. Z tabulky (Tabulka
9) vyplyva, ze pii pridani kyseliny chlorovodikové do takového roztoku mohou nastat tfi
zékladni druhy reakci. Nabitd aminokyselina, kterd zpomaluje pokles pH je znazornéna jako
HAMK*/AMK".

Tabulka 10 naopak ukazuje mozné reakce v piipade, Zze se v systému nachazi i zadporné
nabity polymer, se kterym muize spolu s kladn€ nabitymi aminokyselinami interagovat za
vzniku neutralnich komplexti. Vzhledem k prebytku aminokyselin oproti interakénim mistim
polymert se vSak v roztoku stale vyskytuji volné aminokyseliny, které brani rychlejSimu

sniZzeni pH.

Tabulka 9: Schématické obecné zndazornéni moznych rovnic béhem pridavdni HCI do systému

bez polymeru.
AMK +H,0 mozné reakce
Interakce kyseliny s vodou HC1+H,0 ->H,0" +CI

HCl+ AMK'" - HAMK* +CI”
Interakce kyseliny s AMK
H,0" + AMK" - HAMK* +H,0
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Tabulka 10: Schématické obecné znazornéni moznych rovnic béhem pridavani HCI do

systému s polymerem.

AMK + polymer mozné reakce
Interakce kyseliny . ~
HCI+H,0 - H,0" +Cl
s vodou
Interakce kyseliny HCI+ AMK" —HAMK™ +CI”
s AMK H,0" + AMK' -»HAMK* +H,0
Interakce AMK polymer"™ + AMK" —> polymerAMK" ™"
s polymerem polymerAMK'™"" + HCV/H,O" — polymerAMK" " + Cl /H,0O

Nedostatkem méteni pH a vodivosti roztokli béhem titraci je ovsem fakt, ze elektrostatické
interakce mezi polymerem a aminokyselinami byly zaznamenany pouze v ptipadé NaPSS
a hyaluronanu o molekulové hmotnosti 9 kDa s polu s Arg. U ostatnich kombinaci polymert
a aminokyselin nebyl zaznamenan rozdil mezi cistou aminokyselinou a aminokyselinou
v roztoku s polymerem, jak ukazuji vzorova data na obrazku (Obrdazek 35), pro Arg spolu

s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 341 kDa.

10,0
9.0
8,0
7,0

6.0

pH

5,0
4,0

3,0

2,0

1,0

00 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45 50
Vic (mb)

e Arg ¢ Arg + Hya 300-500 kDa 4 Hya 300-500 kDa

Obrazek 35: Graf zndzornujici zménu pH béhem pridavkii 0,1 M HCI pro ruzné systémy.
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2.6.3.2 Meéieni vodivosti

Spolu s pH byla v titrovanych roztocich méfena i vodivost. Pro interagujici systémy plati, ze
nejvyssi vodivost mél vzdy samotny polymer rozpustény v roztoku, nasledovany roztokem
aminokyseliny spolu s polymerem, a nejnizsi vodivost méla samotna aminokyselina, jak je
patrné z dat na grafech (Obrazek 36, Obrazek P 12). To je zpuisobeno mnozstvim piitomnych

malych nabitych ¢astic v roztoku.
V piipadé roztoku polymeru dochazi k disociaci veskeré pfidané HCl na H,O"a CI™, pii

dostate¢ném poklesu pH pod disociacni konstantu polymeru (v ptipadé hyaluronanu pK = 3—4
[2]) navic dochazi i k vyuziti sodnych iontd. V pfipadé roztoku Cisté aminokyseliny se pfi
stejném objemu piidané 0,1M HCI spotiebuje vétsi cast oxoniovych kationtti na protonizaci
aminokyseliny, ktera je horSim vodiCem v porovnani s oxoniovymi kationty. Mnozstvi
chloridovych ionti zGstava ve vSech roztocich stejné, mizeme ho tedy zanedbat, navic zde
nejsou pritomny sodné kationty. Roztoky aminokyselin se poté nachazi nékde na pomezi.
Pokud aminokyselina interaguje s polymerem, nezapojuje se do vodivosti, zarovei je zde diky
rychlejsimu poklesu pH vyssi koncentrace oxoniovych kationti a pfitomny jsou také sodné
protiionty polymeru.

V piipadé, ze by k interakci mezi aminokyselinou a polymerem nedochézelo, jak ilustruje
Obrazek 37, by vodivost zistavala piiblizné stejna az do chvile, kdy pfidanim urcitého
mnozstvi kyseliny chlorovodikové prekro¢ime hodnotu pH pro disociaci karboxylovych nebo
sulfonovych skupin polymeru. Cast oxoniovych iontfl by nasledn& byla spotiebovana a misto
nich do roztoku uvolnény sodné ionty, které maji v porovnani niz§i vodivost. Proto by mély

mit roztoky aminokyselin s polymerem nizsi vodivost.
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G (mS/cm)

Vo (ml)
¢ Arg + Hya 10-30 kDa 4 Hya 10-30kDa o Arg
Obrazek 36: Graf zndzornujici zménu vodivosti béhem pridavkii 0,1 M HCI pro ruzné

systémy.

G (mS/cm)

Vi (ml)

® Arg 4 Arg + Hya 300-500 kDa 4 Hya 300-500 kDa

Obrazek 37: Graf zndzornujici zménu vodivosti béhem pridavkii 0,1 M HCI pro ruzné

systémy.
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2.6.3.3 Titrace v prostiedi PBS

V ramci titraci, pii kterych bylo méfeno pH a vodivost roztokd, byla také zkoumana moznost
studia téchto interakci v prostfedi fosfatového pufru (PBS). Byly provedeny pouze titrace
v systému s nizkou molekulovou hmotnosti hyaluronanu. Na modelovém grafu (Obrdzek 38)
jsou znazornény titrace 0,1 M kyseliny chlorovodikové do roztoka pfipravenych v PBS. Jedna
se o roztoky shyaluronanem o molekulové hmotnosti 9 kDa spolu s argininem. Z dat
uvedenych v tomto grafu je ovSem patrné, ze pufr nebyl dostatecné silny, aby udrzel pH na
hodnoté 7,4. A tak se pH roztoku pohybuje na hodnotach kolem 10, stejné jako v piipade
vodnych roztokd. Zaroven je zfejma nepiitomnost interakci jak pro zaznamenavané pH
(Obrazek 38) tak vodivost (Obrazek 39). To ze systém nevykazuje interakce je v souladu

s predpokladem, nebot’ interakcim brani vysoka iontova sila roztoku [23].

pH
—_— D WA N N 0 O

Vi (ml)

®Arg ¢ Arg+Hya8-15kDa aHya&8-15kDa

Obrazek 38: Graf zndazornujici zménu vodivosti béhem pridavkii 0,1 M HCI pro riizné systémy

pripravené v prostredi PBS.
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0,0 2,0 4,0 6.0 8,0 10,0 12,0
Vo (ml)

®Arg ¢ Arg+Hya8-15kDa aHya&8-15kDa

Obrazek 39: Graf zndazornujici zménu vodivosti béhem pridavkii 0,1 M HCI pro riizné systémy

pripravené v prostredi PBS.
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3 ZAVER

Interakce mezi aminokyselinami Lys, Arg, 6AKK a Arg hydrochloridem byly v diplomové
praci studovany pomoci tfi riznych metod: ultrazvukové spektroskopie s vysokym
rozliSenim, méfenim pH, vodivosti a dynamického rozptylu svétla spolu se zeta potencialem.

U ultrazvukové spektroskopie byla vyhodnocovana data relativni rychlosti a zeslabeni.
Linearné rostouci zavislosti relativni rychlosti na koncentraci pifidané aminokyseliny,
pozorované az do koncentrace 30 mM, byly pfepocitany na koncentra¢ni inkrementy, jejichz
mira rozdilu oproti slepym titracim by mohla znamenat miru interakci mezi molekulami
hyaluronanu a aminokyselin. Nejvétsi rozdil v tomto pfipadé vykazaly polymery vysokych
molekulovych hmotnosti hyaluronanu (341, 1 635 kDa) nezéavisle na pfidavaném titraCnim
Cinidle. V ptipadé titraci do roztokli polystyren sulfonatu byl vyssi koncentra¢ni inkrement
v porovnani se slepou titraci pozorovan pouze u 6AKK.

Koncentra¢ni inkrement se pro systémy vyznamnéji nezménil ani pii zapocitani fedéni
roztokt hyaluronanu a ukazalo se, Ze tento vliv je pro roztoky hyaluronanu mozné zanedbat.

Relativni zeslabeni zvukovych vin ukazalo u vysokych molekulovych hmotnosti
hyaluronanu zménu v trendu pfiblizné pfi koncentraci 10 mM pro jednotlivé aminokyseliny.
Vzhledem k zaznamenani tohoto zlomu u polymert s konformaci nahodného klubka by se
mohlo jednat o zménu jeho konformace v roztoku diky interakcim s aminokyselinami.
U nizkych molekulovych hmotnosti a polystyren sulfonatu podobné ohyby pro ptidavek 2 ul
zaznamenany nebyly, nebot’ zaujimaji tyCinkovity tvar a konformaci pravdépodobné nemeéni.
Vzhledem k nepiesnosti méfeni relativniho zeslabeni je vSak pro ureni zavéra z méfeni na
ultrazvukovém spektrometru smérodatnéjsi relativni rychlost.

Méfenim zeta potencialu a velikosti ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla béhem
titraci aminokyselin do roztokd hyaluronanu bylo zjiSténo, Zze velikost Ccastic se
u vysokomolekularniho hyaluronanu s pridavkem aminokyselin snizuje,
u nizkomolekularniho hyaluronanu pak zistava pfiblizné stejna. Zeta potencial se v prubéhu
titrace mimé meéni, zastava vSak po celou dobu v zapornych hodnotach. Pripadné
elektrostatické interakce vSak pomoci této metody potvrzeny nebyly.

Metodou, ktera ale poskytla jednoznacné wvysledky, jsou titrace 0,1 M kyseliny
chlorovodikové do roztoki obsahujicich polyanion a aminokyselinu, pfipadné kazdou
komponentu zvla§t. Zde byly jednoznacn€ prokdzany interakce mezi NaPSS spolu
s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 9 kDa a Arg. Na rozdil od prace doktorky Krouské

[22] byly elektrostatické interakce prokazany pouze v téchto ptipadech. Pii titracich do
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roztoku ptipravenych v prostiedi PBS nebyly podle o¢ekavani interakce pozorovany z davodua
vysoké iontové sily roztoku.

Z vyse popsanych zaveéra je patrmé, Ze jednotlivé metody poskytly vzajemné protichidné
informace o piipadnych elektrostatickych interakcich. Data z ultrazvukové spektroskopie
ukazuji na interakce u vysokych molekulovych hmotnosti hyaluronanu a systému
NaPSS-6AKK. Naopak titrace kyselinou chlorovodikovou prokazaly interakce pouze
u NaPSS a 9kDa hyaluronanu v roztocich s Arg. Vysledky méteni pomoci DLS neposkytuji
jednoznaéné zavéry, které by mohly ukazovat na pfitomnost interakci.

V této diplomové praci bylo aspésné dosazeno piedepsanych cili. Bylo zméfeno a popsano
chovani systémt hyaluronan—aminokyselina ultrazvukovou spektroskopii. Srovnavacim
polymerem byl diky podobnému chovani s tenzidy zvolen NaPSS. Jako dopliikové metody
pro urCeni interakci v téchto systémech bylo pouzito méfeni na DLS a métfeni pH a vodivosti.
Cilem dalsi prace by mohlo byt stanoveni zavislosti ultrazvukové rychlosti na koncentraci pri
fedéni roztokli polystyren sulfonatu pro vylouCeni vlivu fedéni vzorki na velikost
koncentra¢niho inkrementu a rozsifeni poctu opakovani a druhti systému pii stanovovani
velikosti ¢astic a zeta potencialu s cilem jednoznacné stanovit pfitomnost nebo nepifitomnost
interakci. V uvahu by také piipadalo vyuziti izotermalni titracni kalorimetrie ke studiu

interakci.
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5 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Da

hm%
0,1%,
0,051 4%

siRNA
HA, Hya

CTAB/TTAB

NaPSS
(CgmimBr)/
(Ci4mimBr)

CMC

ot/min
¢.p.
Arg

Arg HC1
Lys

Dalton, 1 Da=1g-mol ™
Hmotnostni koncentrace (podil hmotnosti slozky k hmotnosti rozpoustédla)
Ve spojitosti s roztoky hyaluronanu respektive NaPSS se jedna opét o

hmotnostni koncentraci

Molarita [ mol -dm ]

Short interfering RNA

Hyaluronan, z anglického hyaluronic acid

Zaporn¢ vzaty dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationtd, urcuje
miru kyselosti vzorku

Zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty pii 25°C
Isoelektricky bod aminokyseliny, hodnota pH pfi kterém aminokyselina
nenese v celkovém souctu naboj

Molekulova hmotnost, z anglického molecular weight

Hertz, jednotka frekvence

Vysokoucinna kapalinova chromatografie, z anglického high performance
liquid chromatography

Iontova sila roztoku je veli¢ina charakterizujici mnozstvi ¢astic nabitych
¢astic v roztoku.

Kationaktivni tenzidy

Cetyltrimethylammonium bromid/tetradecyltrimethylammonium bromid
Polystyren sulfonat sodny

Kationaktivni tenzidy

I-octyl-3-methylimidazolium bromid/1-methyl-3-tetradecylimidazolium
bromid

Kriticka micelarni koncentrace (koncentrace, pii niz dochazi v roztoku
k tvorbé micel)

Jednotka rychlosti, udava pocet otacek za minutu.

Cislo piku

Arginin

Arginin hydrochlorid

Lysin
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6AKK
DLS

6-aminokapronova kyselina

Dynamicky rozptyl svétla z anglického ,,dynamic light scattering*
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Obrazek P 1: Graf znjdzorfiujici velikosti relativni rychlosti v zavislosti na koncentraci

pridaného Arg a druhu titrovaného roztoku (¢. p. 94,3)

Tabulka P 1: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim namérenych dat béhem titraci Arg

hydrochloridu pro jednotliva prostiedi, spolu s vicendsobnym korelacnim koeficientem.

Arg smérnicovy tvar piimky
odchylka | vicenasobny

odchylka usek
Prostiedi smérnice ‘ useku korelacni

smernice (osay)

(osay) koeficient

Hya 1 500-1 750 kDa | 0,1355 0,001 7 0,394 1 0,014 5 0,995 2
Hya 300-500 kDa 0,125 6 0,001 7 0,388 9 0,014 3 0,994 6
Hya 8-15 kDa 0,109 7 0,000 7 0,373 5 0,006 0 0,998 8
NaPSS 0,109 3 0,000 8 0,282 7 0,006 7 0,998 4
voda 0,1114 0,001 1 0,0152 0,009 2 0,997 2
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Obrazek P 2: Graf znazoriwjici velikosti relativni rychlosti na koncentraci pridaného

titracniho cinidla pro prostiedi roztoku NaPSS. (. p. 94,3).

Tabulka P 2: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim namérenych dat béhem titracit

ruznych titracnich cinidel do prostredi NaPSS.

NaPSS smérnicovy tvar piimky
odchylka | vicenasobny

odchylka usek
Titracni €inidlo smérnice ‘ useku korelacni

smernice (osay)

(osay) koeficient

Arg. HCl 0,126 9 0,000 5 0,271 0 0,004 6 0,999 4
Arg 0,109 3 0,000 8 0,282 7 0,006 7 0,998 4
Lys 0,109 5 0,000 5 0,254 7 0,004 1 0,999 4
6AKK 0,119 8 0,000 6 0,246 2 0,004 9 0,999 3
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Obrazek P 3: Graf znazoriwjici velikosti relativni rychlosti na koncentraci pridaného

titracniho cinidla do vody. (C. p. 94,3).

Tabulka P 3: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim namérenych dat béhem titracit

ruznych titracnich cinidel do prostredi vody.

Voda smérnicovy tvar piimky
odchylka | vicenasobny

odchylka usek
Titracni €inidlo smérnice ‘ useku korelacni

smernice (osay)

(osay) koeficient

Arg.HCl1 0,128 6 0,001 2 0,003 1 0,010 6 0,997 2
Arg 0,111 4 0,001 1 0,0152 0,009 2 0,997 2
Lys 0,112 8 0,000 5 0,009 5 0,004 6 0,999 3
6AKK 0,1155 0,000 5 0,008 8 0,004 3 0,999 4
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Obrazek P 4: Graf znazoriwjici velikosti relativni rychlosti na koncentraci pridaného

titracniho cinidla pro prostredi roztoku hyaluronanu 1 5001 750 kDa (¢. p. 94,3).

Tabulka P 4: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim namérenych dat béhem titracit

ruznych titracnich cinidel do prostredi hyaluronanu 1 5001 750 kDa.

Hya 1 500-1 750 kDa smérnicovy tvar primky
odchylka | vicenasobny

odchylka usek
Titracni ¢inidlo smérnice ‘ useku korela€ni

smernice (osay)

(osay) koeficient

Arg.HCl1 0,177 0 0,000 8 0,1362 0,014 6 0,999 1
Arg 0,136 3 0,000 8 0,433 6 0,016 0 0,998 2

Tabulka P 5: Hmotnost 1 ml hyaluronanu o koncentraci 0,1 Yohm.

Hyaluronan 0,1 %hm

Cislo méfeni hmotnost (g)
1 1,008 8
2 1,008 7
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3 1,005 6
4 1,006 2
5 1,005 7
6 1,004 3
7 1,006 7
8 1,005 8
9 1,004 8
10 1,007 5
Pramér 1,006 4
Smeérodatna

odchylka 00014

Tabulka P 6: Hmotnost 10 ul titracnich cinidel o koncentraci 0,35 M.

0,35M titracni Cinidla

hmotnost

Cislo méfeni Arg

6AKK Lys Arg

hydrochlorid

1 0,009 2 0,010 0 0,009 9 0,0100
2 0,009 5 0,010 2 0,010 1 0,010 1
3 0,009 8 0,010 2 0,010 2 0,010 2
4 0,009 7 0,010 1 0,010 1 0,010 4
5 0,009 8 0,0100 0,010 0 0,010 2
6 0,009 7 0,010 1 0,009 9 0,010 1
7 0,010 2 0,010 3 0,010 1 0,010 3
8 0,009 9 0,009 9 0,010 3 0,010 2
9 0,009 6 0,0102 0,010 0 0,010 4
10 0,009 8 0,010 1 0,010 2 0,010 1
Pramér 0,009 7 0,010 1 0,010 1 0,010 2
Smeérodatna

0,000 2 0,000 1 0,000 1 0,000 1
odchylka
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Obrazek P 5: Graf zndzorfiujici velikosti relativni rychlosti v zavislosti na koncentraci

pridaného Arg hydrochloridu a druhu titrovaného roztoku pri uvaZovaném redeéni roztokii

v pritbéhu titrace (C. p. 94,3).

Tabulka P 7: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim dat béhem titraci Arg

hydrochloridu pro jednotliva prostiedi, spolu s vicendasobnym korelacnim koeficientem pri

uvazovani redéni roztokii.

Arg hydrochlorid smérnicovy tvar primky
odchylka | vicenasobny
) odchylka usek
Prostiedi smérnice ‘ useku korelacni
smeérnice (osay)

(osa y) koeficient
Hya 1 500-1 750 kDa| 0,154 6 0,001 5 0,394 5 0,0125 0,999 1
Hya 300-500 kDa 0,143 3 0,002 4 0,390 8 0,020 8 0,997 3
Hya 8-15 kDa 0,128 7 0,000 6 0,390 9 0,005 1 0,999 8
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Obrazek P 6: Graf znazoriwujici velikosti relativni rychlosti na koncentraci pridaného
titracniho cinidla pro prostredi roztoku hyaluronanu 1 5001 750 kDa pri uvazovaném redéni

roztokii v pritbéhu titrace (C. p. 94,3).

Tabulka P 8: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim dat béhem titraci riiznych
titracnich cinidel do prostiedi hyaluronanu 1 500-1 750 kDa pri uvazovani redéni roztoku

v pritbéhu titrace.

Hya 1 500-1 750 kDa smérnicovy tvar piimky
odchylka | vicenasobny

odchylka usek
TitraCni Cinidlo smérnice useku korela¢ni

smérnice (osa y)

(osa y) koeficient

Arg. HCl 0,154 6 0,001 5 0,394 5 0,0125 0,999 1
Arg 0,136 5 0,001 2 0,394 1 0,0103 0,999 2
Lys 0,1396 0,000 6 0,360 0 0,005 1 0,999 8
6AKK 0,140 6 0,001 4 0,304 0 0,0119 0,999 1
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Obrazek P 7: Graf znazoriwjici velikosti relativni rychlosti na koncentraci pridaného
titracniho cinidla pro prostiedi roztoku hyaluronanu 8—15 kDa pri uvaZovaném redéni

roztokii v pritbéhu titrace (C. p. 94,3).

Tabulka P 9: Smérnicové tvary primek vzniklé proloZenim dat béhem titraci riiznych

titracnich cinidel do prostredi hyaluronanu 8—15 kDa pri uvaZovani redéni roztokii v pribéhu

titrace.
Hya 8-15 kDa smérnicovy tvar pfimky
odchylka | vicenasobny
odchylka usek
Titracni ¢inidlo smérnice ‘ useku korelaéni
smernice (osay)
(osay) koeficient
Arg.HCl1 0,134 1 0,000 7 0,436 2 0,013 3 0,999 8
Arg 0,114 1 0,000 4 0,404 9 0,007 3 0,999 9
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Obrazek P 8: Graf zndzoriujici velikosti relativniho zeslabeni na koncentraci pridaného

titracniho cinidla pro prostredi roztoku hyaluronanu 8—15 kDa (¢. p. 94,3).
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Obrazek P 9: Graf zndzoriujici velikosti relativniho zeslabeni na koncentraci pridaného

titracniho cinidla do vody (¢. p. 94,3).
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Obrazek P 10: Graf znazoriujici velikosti relativniho zeslabeni na koncentraci pridaného

titracniho cinidla do vody (C. p. 94,3).
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Obrazek P 11: Graf znazornujici zménu pH béhem pridavku 0,1 M HCI pro riizné systémy.
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Obrazek P 12: Graf zndzorfugjici zménu vodivosti béhem pridavki 0,1 M HCI pro rizné

systémy.
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