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ABSTRAKT

Tato price se zabyva studiem interakci mezi vysokomolekulovou kyselinou hyaluronovou
(1,75 MDa HA) aaminokyselinami, konkrétné lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou.
K interakcim by mélo dochdzet mezi karboxylovou skupinou vdzanou v molekule fetézce HA
nesouci zdporny naboj a kladnym nibojem nachdzejicim se na atomu dusiku protonizované
aminokyseliny. Pfitomnost téchto interakci by pak znamenala moZnost navdzani napft. 1éCiv
na modifikovanou kyselinu hyaluronovou. V takovém piipadé¢ by HA fungovala jako cileny
nosic.

Interakce byly zkoumdny v oblasti nizkych koncentraci pro obé aminokyseliny, konkrétné
pod 10 mmol-dm™, a pro 6-aminokapronovou kyselinu také v oblasti vysokych koncentraci,
konkrétné nad 20 mmol-dm™. P¥tomnost interakci byla zkoumdna nejen pomoci reologie,
ale i méfenim pH a vodivosti. Na zdkladé tohoto vyzkumu byly interakce potvrzeny poklesem
viskozity v systému.

ABSTRACT

This bachelor thesis investigates the interaction between high-molecular weight hyaluronic
acid (1.75MDa HA) and amino acids, particularly lysine and 6-aminocaproic acid.
The interactions should occur between the carboxyl groups of HA carrying a negative charge
and a positive charge located on the nitrogen atom of the protonated amino acids.
The presence of these interactions would mean the possibility of establishing bioactive
compounds, e.g. drugs, on hyaluronic acid, in which it would act as a targetting carrier.

The interactions were examined at low concentrations for both aminoacids, i.e. below
10 mmol-dm™ , and for 6-aminocaproic acid also at high aminoacid concentrations, i.e. above
20 mmol-dm™. The presence of interaction was investigated using not only rheology, but also
by measuring pH and conductivity. Based on this research, the interactions manifested
in terms of a decrease in the system viscosity.
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1. UVOD

Kyselina hyaluronovd byla poprvé izolovdna v roce 1934 Karlem Mayerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem z oCniho sklivce skotu. Kyselina hyaluronova ovliviiuje nas
kazdodenni Zivot. Jednd se o latku, kterd se pfirozené¢ vyskytuje v lidském organismu,
avsak jeji koncentrace s vékem klesa. Nachdzi se v synovidlni tekuting€, kuzi, pojivovych
tkanich a kapildrnich sténdch. Lidské t€lo tedy nejen Ze dokdZe tuto latku vyrobit, ale dokaze
ji také samo odbouravat. Jeji vysoké hydrofilni a viskoelastické vlastnosti zajist'uji v téle fadu
dalezitych funkci jako napf. hydrataci tkani, tlumeni narazd pfi chiizi nebo promazavani
pohyblivych ¢asti téla, jako jsou klouby. Pravé diky témto piedpokladim si kyselina
hyaluronov4 nasla Siroké uplatnéni nejen v 1ékaftstvi, ale i v kosmetice.

V soucasné dobé¢ je vSak vyzkum kyseliny hyaluronové zaméfen zejména na jeji pouZiti
v 1ékarstvi, konkrétné pak k 1éCeni rakoviny. Na zdkladé vysledkli vyzkumu bylo prokdzano,
7e HA se nachdzi ve zvySeném mnoZstvi i v rakovinotvornych burnkéch, kde je vdzdna
pomoci bunéénych receptori CD44. Praveé tato skutecnost by mohla byt s vyhodou vyuZita
k 1é€eni rakoviny, kdy by pacient nemusel absolvovat chemoterapii. Kyselina hyaluronova by
tedy mohla fungovat jako ptenaSe¢, ktery by zanesl léCivo piimo k postizené burice
rakovinou. Dalsi vyuziti HA v lékafstvi je zejména k vyrob& oCnich a nosnich kapek,
zvlhc¢ujicich povrch oka a sliznice, hojeni a regeneraci pooperanich a koznich ran.

Tato prace navazuje na bakalafskou prici Be. Jana Zemana (Reologické studium interakci
vysokomolekuldrniho hyaluronanu a protonizovanych aminokyselin), v jehoZz studii byly
dokazany elektrostatické interakce kyseliny hyaluronové s aminokyselinami, konkrétné pak
s lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou. V tomto ptipadé se jednalo o studium interakci
vysokomolekulového hyaluronanu s piisluSnymi aminokyselinami v SirS§im koncentraCnim
rozpéti.

Hlavnim cilem této prace je vSak prokdzat pritomnost elektrostatickych interakci mezi
hyaluronanem s lysinem v oblasti nizkych koncentraci a s 6-aminokapronovou kyselinou
v oblasti nizkych 1 vysokych koncentraci. K interakcim by mélo dochdzet mezi
aminoskupinou, kterd je obsaZena v molekule aminokyseliny a karboxylovymi skupinami
nachdzejicich se v molekule hyaluronanu. Aminoskupina vSak musi byt nejdiive
protonizovdna minerdlni kyselinou. V této studii byla k protonizaci pouZita kyselina
chlorovodikova.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Kyselina hyaluronova

2.1.1. Uvod

Kyselina hyaluronovd byla poprvé izolovdna v roce 1934 Karlem Mayerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem z o¢niho sklivce skotu. Postupnym zkoumdanim zjistili, Ze tato
latka se sklada ze dvou molekul, uronové kyseliny a aminocukru. Od toho byl také odvozen
jeji nézev, z feckého slova "hyalos" (skelny) a z anglického uronic acid (uronova kyselina).
Dnes je vSak tato makromolekula spiSe nazyvédna jako "hyaluronan", coz odrdZi skuteCnost,
Ze v zivém organismu existuje jako sodna sul kyseliny hyaluronové (sodium hyaluronate)
[1,2]. Kyselina hyaluronova byla v béZzné praxi poprvé pouZita v roce 1942, kdy Endre Balazs
zazéadal o patent pro pouZiti jako ndhradu za vajecny bilek v pekatskych vyrobcich [1].

2.1.2. Struktura

Hyaluronan (hyalurondt sodny, kyselina hyaluronovd, HA) je linedrni pfirodni
polysacharid slozeny ze stiidavé se opakujicich disacharidovych jednotek. Ty se skladaji
z N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukuronové kyseliny a navzdjem jsou vaziny P (1—-3)
a B (1—4) glykosidickou vazbou [3].

OH OH
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Obrdzek 1: Zdkladni strukturni jednotka kyseliny hyaluronové

Pocet n opakujicich se disacharidovych jednotek v jedné molekule kyseliny hyaluronové
muiZze nabyvat hodnot od nékolika tisici az do deseti milionti. Kazdd disacharidova jednotka
véazi ptiblizné 400 daltont (zkratka této jednotky je Da, kde 1 Da = 1 g-mol'l) a jeji pramérna
délka je kolem 1nm. Molekulovd hmotnost kyseliny hyaluronové muze dosdhnout
az 4 miliont Da. Délka fetézce tedy zavisi na molekulové hmotnosti. Pokud by molekula HA
méla n blizici se 10 000, pak by jeji celkova délka natazeného fetézce dosahovala 10 pm [2].

Zakladni fetézec tvofeny glukézovymi kruhy, které jsou v B konfiguraci, umoziuje
vSechny své objemné skupiny (hydroxylovou skupinu a karboxylovou skupinu) mit
v prostorove piiznivych eqatoridlnich (rovnikovych) pozicich. Malé atomy vodiku zaujimaji
prostorové méné piiznivé axidlni (svislé) polohy. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze struktura
disacharidu je energeticky velmi stabilni. Ke stabilizaci celé struktury pfispivaji také celkem
Ctyfi vodikové mustky na kazdy mer fetézce. K tvorbé vodikovych mustki dochdzi



mezi vodikem, vdzanym na hydroxylovych a karboxylovych skupinich, a kyslikem, ktery je
vazan v glukézovém cyklu [1].

Ve vodném prostiedi interaguje hyaluronan s rozpoustédlem, coZ se projevuje navdzinim
vody na strukturu fetézce. V tomto prostfedi dochdzi k obtidCeni struktury fetézce a vzniku
Sroubovice (helix). Axidlni atomy vodiku tvoii nepoldrni (hydrofobni) €ést fetézce, zatimco
rovnikové postranni hydroxylové a karboxylové skupiny tvoii poldrni (hydrofilni) Cést
fetézce. Nepolarni Cdst fetézce je orientovand dovniti a poldrni Cast fetézce do vnéjsiho
prostiedi, které je tvotfeno rozpoustédlem. Vysledkem této struktury je vysokd hydrofilita
hyaluronanu, kterd zptusobuje navazani molekuly vody na fetézec HA. Voda se vaze do mist,
kde se pavodné nachazely vodikové muastky mezi aminoskupinou glukosaminu
a karboxylovou skupinou glukuronové kyseliny. Dochézi{ tak ke vzniku tzv. vodného mustku.
Diky vysoké molekulové hmotnosti méd kyselina hyaluronovd unikétni viskoelastické
a reologické vlastnosti, a proto hraje dileZitou roli v Zivych organismech [1,2,3].
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Obrdzek 2: Zndzornéni vodikovych miistkii mezi N-acetyl-D-glukosaminem (N) a kyselinou
D-glukuronovou (G) v bezvodém prostiedi

Obrdzek 3: Zndzornéni vodikovych miistkit mezi N-acetyl-D-glukosaminem (N) a kyselinou
D-glukuronovou (G) ve vodném prostredi s vyznacenym vodnym miistkem



Vodny roztok kyseliny hyaluronové je bezbarvy a bez zdpachu. Viskozita (vnitini odpor
HA proti toku) i elasticita (schopnost struktury HA podléhat mechanickému namdhéni,
pficemZ nedochdzi k jejimu trvalému poSkozeni) kyseliny hyaluronové se li§i v zdvislosti
na jeji koncentraci a molekulové hmotnosti. Cfim vy$§ molekulové hmotnosti a koncentrace
HA dosahuje, tim vyssi je jeji viskozita i elasticita [4].

2.1.3. Vyskyt

HA se v lidském téle vyskytuje jako sodna sul kyseliny hyaluronové (sodium hyaluronate).
Ve vysokych koncentracich se nachdzi v nékterych meékkych pojivovych tkanich, kuzi,
pupecni $nafe, synovidlnich tekutindch, sklivci, plicich, ledvinach, mozku a svalovych
tkanich [1].

Tabulka 1: Vyskyt kyseliny hyaluronové v riiznych Zivocisnych tkdnich [3]

Misto vyskytu Mnozstvi Jednotka
Kohouti hiebinek 7500 [ng'ml™]
Lidskd pupeéni §itira 4100 [ng'ml™]
Lidska synovidlni tekutina 1400 - 3600 [ug-ml'l]
Nosni chrupavka skotu 1200 [pg-ml'l]
Lidsky sklivec 140 — 340 [ng'ml™]
Lidsk4 pokozka 100 [ng'ml™]
Mozek kralika 65 [ng'ml™]
Srdce kralika 27 [ng'ml™]
Lidsk4 mog 0,1-03 [ng'ml™]
Lidské sérum 0,01 -0,1 [ng'ml™]

2.1.4. Vyroba

Poprvé byla kyselina hyaluronové izolovdna v roce 1934 Karlem Mayerem a jeho
asistentem z o€niho sklivce skotu. Ndsledn¢€ byla ziskédna z lidského pupecniku, a kritce poté
o vysoké molekulové hmotnosti 1 z hfebinku kohouta [2]. V dne$ni dob¢ je ziskdvdna pomoci
biosyntézy nekterych bakterii z rodu Streptococcus. Streptococcus equi produkuji kyselinu
hyaluronovu o niZSich molekulovych hmotnostech, Streptococcus zooepidemicus produkuji
kyselinu hyaluronovou o vysSich molekulovych hmotnostech, které se blizi 2 MDa [3,5,6].

2.1.5. Vyuziti

Kyselina hyaluronova je v rtiznych koncentracich lidskému télu latka vlastni, nachazejic{
se ve vSech biologickych tekutindch a tkdnich. Je sloZkou pojivovych tkdni a kapildrnich stén,
¢imz brini pronikdni cizorodych a patogennich latek do organismu. Vzhledem k tomu,
ze kyselina hyaluronové je vysoce hydrofilni, je jeji funkci v téle, mimo jiné, vdzat na sebe
vodu, promazdvat pohyblivé casti t€la (klouby) a tlumit ndrazy pfi pohybu. Ziroven
kontroluje hydrataci tkani a ptenos vody v téle. Jeden gram HA je schopen na sebe navizat
vice nez 2litry vody, diky tomu miZeme kyselinu hyaluronovou oznacit za pftirodn{
hydrata¢ni prostfedek [4]. S pribyvajicim v€kem vSak obsah kyseliny hyaluronové v téle klesa
(pokles HA zacind po 40. roku Zivota). HA je tedy odbouratelnd a v organismu nedochdzi
k jeji kumulaci [7]. Diky tomuto predpokladu kyselina hyaluronové nasla Siroké uplatnéni jak
v kosmetickém prumyslu, tak i v mediciné. V kosmetickém primyslu je HA pouZivana
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zejména na obnovu a rekonstrukci mekkych tkédni, k hydrataci pokozky. V mediciné€ se pak
pouzivd zejména jako diagnosticky ukazatel pro mnoho nemoci vCetné rakoviny (zvySend
hladina HA), ale 1 pro doplnéni synovidlni tekutiny pomoci nitrokloubnich injekci. Kyselina
hyaluronov4 je hlavni slozkou sklivce oka, a proto se pouzivd v fad€ oCnich operaci, kde diky
svym viskoelastickym vlastnostem chrdni jemné ocni tkdné a poskytuje prostor
pfi chirurgickych zdkrocich. Jeji dalsi moZzné pouZiti je ve formé€ ocnich kapek,
které ptirozené€ zvlhCuji povrch oka a také ve forme nosnich kapek zvlh¢ujicich nosni sliznici.
Mezi dal$i moZnosti vyuZiti patii hojeni a regenerace pooperacnich a koznich ran. Kyselina
hyaluronova byla také zkoumana jako zprostfedkovatel prenosu 1ékti pro ocni, nosni a plicni
podéni [1,2,3].

V soucasné dobé¢ je vSak vyzkum kyseliny hyaluronové zaméfen zejména na jeji pouZiti
v 1ékarstvi, konkrétné pak k 1éCeni rakoviny. Na zdkladé vysledkli vyzkumu bylo prokdzano,
7e HA se nachdzi ve zvySeném mnoZstvi i v rakovinotvornych burnkéch, kde je vdzdna
pomoci bunécnych receptori CD44. Pravé tato skuteCnost by mohla byt s vyhodou vyuzita
k 1é€eni rakoviny, kdy by pacient nemusel absolvovat chemoterapii. Ta zasahuje cely lidsky
organismus, a tim padem ma i mnoho vedlejSich ucinka zhorSujicich celkovy zdravotni stav
pacienta. Kyselina hyaluronova by tedy mohla fungovat jako pfenasec, ktery by zanesl 1é¢ivo
piimo k rakovinou postiZené burice.

2.1.6. Reologické vlastnosti

Jiz tadu let je zkoumano chovani kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich z divodu
unikdtnich viskoelastickych vlastnosti. Pfi dostateCné vysoké molekulové hmotnosti HA
vykazuje za velmi nizkych koncentraci dosti vysokou viskozitu, kterd se vSak pfi zvySujici se
smykové rychlosti snizuje. Z grafu (Obrazek 4), ktery zndzoriiuje tokovou kiivku' kyseliny

hyaluronové je patrné, Ze pfi velmi nizkych smykovych rychlostech, kdy ¥ — 0, se roztok
HA chova jako newtonskd kapalina. V této oblasti je tedy charakterizovdna tzv. limitni
viskozitou 77,. Obdobné chovani je pozorovatelné iu vysokych smykovych rychlosti,

kde y > . V tomto pfipadé¢ je charakterizovdna tzv. asymptotickou viskozitou 77_,

kterd dosahuje nizSich hodnot nez limitni viskozita. Pfitom plati, Ze limitni viskozita je
vykazovdna u HA s vysokou molekulovou hmotnosti (v fddech MDa), kterd m4 narozdil
od nizkomolekulové HA dostatecné dlouhé tetézce, u kterych dochdzi k jejich vzdjemnému
zaplétani v oblasti nizkych smykovych rychlosti. U zapletenych fetézca je leps$i schopnost
odoladvat deformaci, nedochdzi v§ak mezi nimi ke vzdjemné interakci. Tato limitni viskozita je
tedy zdvisld pfedev§im na zminéné molekulové hmotnosti, koncentraci daného roztoku
a smykové rychlosti. Jednd se o projev typického newtonského chovani. Pokud vSak dojde
k velmi rychlému narastu smykové rychlosti, pohyblivost zapleteného fetézce HA zaCne byt
znaén& omezovdna a sniZi se schopnost odoldvat deformaci. Retézce se orientuji ve sméru
toku a nésledkem toho dojde kpoklesu viskozity. V tomto okamzZiku se jedna
o charakteristické nenewtonské chovani. Pavodniho propleteni fetézce muze byt opét

! Tokové kiivky jsou charakteristické pro nenewtonské kapaliny, u kterych nemuzeme urCit jednu hodnotu
dynamické viskozity, kterd by byla konstantni v celém oboru te€ného napéti. Tokové kiivky tedy zobrazuji

grafické zndzorn€ni zdvislosti teCného napéti na smykové rychlosti, tj. t=17(})), nebo zdvislosti zdanlivé

viskozity na smykové rychlosti, tj. 77=17 () [8,9].
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dosazeno pouze v omezené mife tim, Ze se po urcité dobé& Cast struktury fetézce zrelaxuje.
To ovSem zalezi na mife mechanického pusobeni. Pokud je tedy dosahovano dostatecné
velkych smykovych rychlosti, k propleteni retézce jiZ nedochdzi a HA bude opét vykazovat
newtonské chovdni (asymptotickd viskozita). Na zdklad€ téchto skuteCnosti je kyselina
hyaluronovd fazena mezi pseudoplastické kapaliny [10,11,12,13].

U nizkomolekulové HA (pod 500 kDa) jiZ popsané chovéni prokdzino nebylo. Vzhledem
k tomu, Ze v tomto piipad€ fetézec nedosahuje dostatecné velkych rozmérd, nedochdzi k jeho
proplétani. Nizkomolekulovd HA tedy vykazuje newtonské chovdéni, tj. s rostouci smykovou
rychlosti nedochézi k poklesu viskozity [10,12].
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Obrazek 4: Tokovd krivka 0,1% roztoku 1,75 MDa kyseliny hyaluronové ve vodé
pri teploté 25 °C

2.1.7. Interakce kyseliny hyaluronové

Jako interakce kyseliny hyaluronové jsou uvaZovdny elektrostatické interakce,
tzv. Coulombické interakce. Jednd se o pfitazlivé nebo odpudivé nekovalentni interakce,
které vznikaji mezi dvéma opacn€ nabitymi ndboji nebo permanentnimi dipdly. Latky jsou
k sobé¢ pfitahovany pomoci Coulombické sily, kterd je definovana Coulombovym zdkonem:

F = 1 |Q1||2QZ|, (1)

¢ dmeeE, r

kde Q, a Q, jsou velikosti ndbojli, &, je permitivita vakua, &, je relativni permitivita
prostiedi a r je vzdéalenost ndboju [14].
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V souasné dobé se vyzkum zamétfuje na interakce mezi HA a amfifily, konkrétné
aminokyselinami. Tyto interakce jsou zkoumdny pfedevSim z davodu jejich praktického
pouZziti v medicin€. Vzhledem k tomu, Ze HA je lidskému télu l4tka vlastni, mohla by byt
vyuzita jako pfenaSeC 1éCiv napf. na misto zasaZzené rakovinou. V experimentdlni Casti této
price budou zkoumdany interakce mezi HA a aminokyselinami, konkrétné pak s lysinem
v oblasti nizkych koncentraci a 6-aminokapronovou kyselinou v oblasti nizkych i vysokych
koncentraci. Jednd se o fyzikdlni dpravu HA, kde jsou na polysacharidovy fetézec pomoci
elektrostatickych interakci navdzany postranni molekuly aminokyselin. Takto upravend HA
v kombinaci s vhodnymi aminokyselinami by pak mohla byt schopné na sebe navazat 1éCivo
a cilen€ je transportovat do postiZzeného mista. Lysin a 6-aminokapronové kyselina slouzily
pouze k ovéfeni vySe zmin€nych interakci, ve skuteCnosti na sebe nejsou schopny 1é¢ivo
navazat.

Vyzkum interakci mezi HA a aminokyselinami byl podloZen zakladnimi poznatky
o elektrostatickych interakcich mezi HA a kationaktivnimi tenzidy [15,16]. Jak kationaktivni
tenzidy, tak aminokyseliny jsou amfifilni l4tky, které ve své molekule obsahuji navdzany
atom dusiku. Tenzidy jsou definovdny jako povrchové aktivni organické latky, snizujici
povrchové napéti kapalin, diky ¢emuZ usnadiuji rozpousténi i malo rozpustnych litek jako
jsou napf. 1éciva. Strukturu tenzidu tvoii nepoldrni (hydrofobni) konec, kterym je alkylovy
fetézec a polarni (hydrofilni) konec, kterym je u kationaktivnich tenzida kation.

Kvartérni amoniové soli jsou fazeny mezi kationaktivni tenzidy a patfi mezi nejvice
prozkoumané z hlediska interakci s HA. Jejich struktura je tvofena alkylovym fetézcem
(hydrofébni  konec) a amonnym kationtem (hydrofilni konec). Tyto tenzidy se
od aminokyselin odliSuji zejména tim, Ze neobsahuji Ziddnou karboxylovou skupinu
anaatomu dusiku maji kladny ndboj. Vzdijemnd podoba interakci mezi HA
s aminokyselinami a HA s kationaktivnimi tenzidy spociva predev§im v tom, Ze k interakci
dochdzi mezi kladnym nédbojem, ktery se nachédzi na atomu dusiku a karboxylovou skupinou
obsazenou ve struktufe HA. V piipadé aminokyselin 1ze kladného ndboje na atomu dusiku
vazaného v aminoskupin€ dosdhnout jeji protonizaci (zménou pH) [15,16,17].

Jak jiz bylo zminéno v tvodu, tato prace navazuje na bakaldfskou prici Bc. Jana Zemana
(Reologické studium interakci vysokomolekuldrniho hyaluronanu a protonizovanych
aminokyselin). Interakce mezi vysokomolekulovou HA a protonizovanymi aminokyselinami,
konkrétné lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou, byly dokdzdny ve vySe zminéné prici
pomoci méfeni viskozity. V pfitomnosti interakci dochdzi ke sniZeni relativni viskozity,
viz Obrazek 5. V piipadé méfeni roztoki HA s lysinem byla prokdzana nejveétsi mira interakci
v koncentraéni oblasti 0-10 mmol-dm™. U roztokd HA s 6-aminokapronovou kyselinou byly
vykazovény interakce v koncentracni oblasti 0-20 mmol-dm™. Vzhledem k tomu, Ze u lysinu
1 6-aminokapronové kyseliny se v bakaldfské praci Bc. Jana Zemana jednalo o méfeni
v §irSim koncentracnim rozpéti, je tato price zaméfena na ovéefeni interakci v extrémnich
koncentracich, tj. v oblasti nizkych a vysokych koncentraci [18].
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Obrdzek 5: Pokles relativni viskozity u roztokit HA s lysinem a HA s 6-aminokapronovou
kyselinou [18]

2.2, Lysin

Lysin patii do skupiny esencidlnich kédovanych aminokyselin, které si lidsky organismus
nedokdZe sdm syntetizovat, a proto je musime pfijimat v potravé. Nachdzi se napft.
v mléénych vyrobcich, luSténindch, hovézim a kufecim mase. Lysin patifi mezi zdkladni
stavebni kameny bilkovin. Je dulezity pro spravny rast, pomaha sniZovat hladinu cholesterolu,
absorbovat vapnik, dile je daleZity pro tvorbu kolagenu a pojivovych tkani, vCetné kuze,
Slach a chrupavek. Nedostatek lysinu muze zpusobit inavu, nevolnost, zavraté, ztratu chuti
k jidlu, neklid, pomaly rtst a anémii [19]. Jiz vice nez 40 let je lysin vyrabén pomoci bakterif
Corynebacterium glutamicum [20].

Ve struktufe lysinu se nachédzi navdzané dv€ aminoskupiny. Jedna aminoskupina je vdzéna
na primdrnim a-uhliku a druhd na e-uhliku. Vzhledem k tomu, Ze se na postrannim fetézci
molekuly lysinu nachdzi aminoskupina, je lysin fazen mezi zdsadité aminokyseliny.
V kyselém prostiedi se tedy chova jako zdsada, pfijimd proton atvoii amonny kation.
Disociacni konstanty lysinu pK pfti 25 °C jsou pKcoon = 2,20, pKnmz = 8,90 a pKeng = 10,28.
Hodnota izoelektrického bodu lysinu je 9,59. Systematicky ndzev lysinu je kyselina
2,6-diaminohexanovd, v literatufe byva také n€kdy oznacovin zkratkou Lys nebo pismenem
K [21].

O

H.N
2 OH

NH,

Obrdzek 6: Lysin
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2.3. 6-aminokapronova kyselina

6-aminokapronova kyselina je ve své struktufe podobnd lysinu. V jeji molekule se vSak
nachazi jen jedna aminoskupina vdzana na e-uhliku, kterd zplsobuje bazické vlastnosti této
latky. Na rozdil od lysinu, ktery mé ve své struktufe vdzany dvé aminoskupiny, je 6AKK
méné¢ bazickou. Disociacni konstanty pK pifi 25 °C 6AKK jsou pKcooun=4,43
a pKnmgz = 10,75. Hodnota izoelektrického bodu 6AKK je 7,6. Systematicky ndzev 6AKK je
6-aminohexanova kyselina. Velkého vyuziti nasla 6AKK (komer¢né¢ zndmd jako Amicar)
v 1ékaftstvi, kde se pouzivd ke kontrole krviceni po operacich srdce [22].

O

H N\/\/\)\\
2 OH

Obrdzek 7: 6-aminokapronovd kyselina

2.4. Konduktometrie

24.1. Zakladni definice

Konduktometrie je elektrometrickd metoda, pomoci které zjistujeme, zda ma dany materidl
nebo roztok schopnost vést elektricky proud, tzn. je vodivy. Vodivost roztoku je podminéna
ptitomnosti pohyblivych ¢astic, iontd, které nesou naboj. Cilem této metody je meéfeni
elektrickych vlastnosti celého objemu roztoku mezi elektrodami. Cim vice mé4 dany roztok
nabitych Céstic, tim 1épe vede elektricky proud, a tim vyssi je hodnota vodivosti. Vodivost
je definovana jako prevrdcend hodnota elektrického odporu R , znaci se G :

G=—. )

Jednotkou vodivosti je Siemens neboli Q' ktery v soustavé SI mizeme vyjadiit ve tvaru
m>kg s> A% P méfeni vodivosti se vyuZivaji dvé vodivé desky (elektrody), které jsou
umistény v roztoku. Na téchto deskdch je po privedeni stiidavého napéti U meéfen elektricky
proud /. Vodivost se nasledné urci z Ohmova zdkona:

G=—. 3)

Pfi méfeni vodivosti dvou t€les md vySsi vodivost to téleso, u kterého l1ze naméfit vyssi
hodnotu elektrického proudu, tj. projde jim vétsi ndboj Q za jednotku Casu r. Geometrické
vlastnosti vodiCe, konkrétné¢ pak plocha elektrod S a jejich vzddlenost [, pfimo ovliviiuji
vodivost. Z tohoto divodu byla zavedena dalsi veli¢ina zvand meérna vodivost neboli
konduktivita x. V pfipadé€, Ze méfime vodivost v soustavé o jednotkové vzdélenosti elektrod
a jednotkové plose elektrod, plati vztah:
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k=G “4)

L
g
Jednotkou konduktivity je S'm™, v soustavé SI je pak vyjadfena ve tvaru m” -kg'l-s3 ‘A%,

Mérnd vodivost k charakterizuje analyzovany roztok, podil /S charakterizuje méfici
zafizeni — vodivostni nadobku [23,24,25].

P

Obrdzek 8: Princip méreni vodivosti

7 Mz

V experimentalni asti této prace bude méfena vodivost roztokt hyaluronanu.

2.4.2. Metody méreni vodivosti

Vodivost roztoku meéfime pomoci vodivostni nddobky obsahujici dveé elektrody.
Do roztoku je vloZzena sklenénd €i plastova trubice (vySe zminénd vodivostni nddobka). Ob¢e
elektrody, které se nachdzi uvnitf trubice, musi byt Gpln€ ponofeny. Tyto elektrody jsou
obvykle pokryty platinovou Cerni. Vzhledem k tomu, Ze vodivost vyrazn€ zavisi na teplotg,
byva soucdsti mefictho pfistroje teplomér, ktery automaticky upravuje okamZzitou teplotu
na kalibra¢ni hodnotu teploty 25 °C.

Odporovou konstantu vodivostni nddobky C charakterizuje geometrie elektrod, ktera je
pii méteni vodivosti roztoku pomoci vodivostni niddobky zachovana, tzn. //S se neméni.
Vlastnosti vodivostni nddobky jsou pak charakterizovany pomoci jeji odporové konstanty C:

K
C=—=k-R, 5
G &)
kde R je odpor [24,25].

Roztoky kyseliny hyaluronové s protonizovanymi aminokyselinami byly méfeny pomoci
konduktometru.
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2.5. pH metrie

2.5.1. Zakladni definice

Obecné hodnota pH slouzi ke stanoveni kyselosti (acidity) ¢i zdsaditosti (bazicity) roztoku.
pH muzZe nabyvat ve vodé€ hodnot od 0 do 14, pfiCemZ plati, Ze neutralni roztok ma pH rovno
7. V ptipadg, Ze se jednd o kysely roztok je pH menS$i nez 7 a u zdsaditého je pH vétsi nez 7.

V praxi muzeme pH roztoku méfit riznymi zpusoby, napf. pomoci univerzalnich
indikatorovych papirki nebo pro presnéjsi stanoveni se pouzivaji pH metry.

pH je obecné definovano jako zdporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity vodikovych

ionth. V piipadé zfedénych roztokd byva aktivitni koeficient vodikovych iontd téméf
jednotkovy, proto byvé aktivita nahrazovana koncentraci.

pH =-loga,., (6)

v piipadé€ zfedénych roztoku pak plati

pH =-logc,.. 7
Za neutrdlni latku je povaZzovédna dokonale €istd voda. Voda podléhd samovolné disociaci

na oxoniové ionty H;O", presn&ji viak [H(H,0)4]" a hydroxylové ionty OH". Tato disociace

vody se nazyva autoprotolyza a jeji celkova rovnice je

2 H,O — H;0" + OH". 8)
Vznik oxoniovych iontd je zapfiCinény tim, Ze volné vodikové kationty nejsou schopny

samostatné existence ve vode. Vodikovy kationt je tedy hydratovén, tzn. reaguje s molekulou

vody a tim dochézi ke vzniku oxoniového kationtu [26,27].

Tabulka 2: Klasifikace pH

Roztok pH

Kysely <7
Zasadity > 7
Neutralni =

U reédlnych roztoka vSak dochdzi k vzdjemnému ovliviiovani jednotlivych slozek systému.
Z tohoto divodu nemuizeme ve vztahu pro vypocet pH pouzit latkovou koncentraci jako
u roztokt idedlnich (zfedénych). K vypoétu pH se v takovém piipadé pouziva aktivita.
Vziajemny vztah mezi aktivitou a koncentraci urCuje tzv. aktivitni koeficient f. Plati:
a,=c;-f;. ©))
Vztah pro vypocet pH, resp. pOH je pak ve tvaru:

pH =-loga, . ==logc, .. f, . [26.27]. (10)
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2.5.2. Metody stanoveni pH

V praxi mizeme pH roztoku stanovit riznymi zpusoby, napf. pomoci univerzalnich
indikatorovych papirkd, které se pro kazdou hodnotu pH charakteristicky zbarvi. Pro velmi
piesné stanoveni pH se pouZivaji pH-metry.

2.5.2.1.Stanoveni pomoci univerzalnich indikatorovych papirka

Tato metoda stanoveni pH patii mezi méné€ piesné (orientaCni). Jednd se o prouzky
filtracniho papiru, které jsou napuStény vhodnym indikatorem. Poté, co se na tento prouzek
nanese kapka analyzovaného roztoku, dojde k charakteristickému zbarveni papirku.
Néslednym porovndnim zbarveni indikdtorového papirku s kalibrovanou barevnou stupnici
muzeme urcit pH.

2.5.2.2.Stanoveni pomoci acidobazickych indikatoru

Tato metoda stanoveni pH patii mezi pfesné. Tyto acidobazické indikdtory jsou roztoky
slabych organickych kyselin nebo zdsad, u kterych se zbarveni nedisociovanych molekul 1isi
od zbarveni jejich vlastnich iontd — dochdzi k oxidaci nebo redukci barviva. K malému
mnoZzstvi analyzovaného roztoku se obvykle kdpnou 2 az 3 kapky pfislusného indikatoru,
nasledné se roztok promichd a sleduje se jeho charakteristické zbarveni. Tento typ stanoveni
pH se pouZziva zejména u acidobazickych titraci [28].

Tabulka 3: Priklady nejvyuZivanéjsich acidobazickych indikdtori

Indikator Barevny prechod pH prechodu
Methyloranz cervend az Zlutd 3,0-44
Methylerven cervend az Zlutd 42-63

Fenolftalein bezbarvy az Cervenofialovy 8,2 -10,0

2.5.2.3.Stanoveni pomoci pH-metru

Tato metoda stanoveni pH patii mezi velmi pfesné. Je zaloZena na méteni elektrického
potencidlu mezi mérnou elektrodou (sklenénou) a referen¢ni elektrodou (chloridostiibrnou)
na potenciometru, ktery ma vysoky vstupni odpor. pH-metry se obvykle potenciometricky
kalibruji pomoci standardnich roztoki o pfesné znamém pH pfi standardni teploté. Jako
kalibracni (standardni) teplota se nastavuje 20 °C nebo 25 °C. Naésledné¢ se meii pH
analyzovaného roztoku [29].

2.5.3. Chloridostribrna elektroda

Chloridostiibrnd elektroda je referen¢ni elektroda pH-metru, jejiz potencidl je zndmy
pro danou teplotu. Principem je méfeni zmény elektrického potencidlu na rtiznych ¢astech
elektrody, ze kterych je nésledné vypocitano pH. Tento pH-metr je tedy pfesny potenciometr
s vysokym vstupnim odporem (obvykle je poZadovdn minimalné 10" Q), jehoz skéla je
v jednotkdch pH [29].

Samotnd chloridostfibrnd elektroda se sklada ze stiibrného drétku, ktery je potazeny tenkou
vrstvou chloridu stiibrného. Tento dritek je ponofeny do nasyceného roztoku chloridu
draselného. Celd elektroda je obalena sklenénou barikou, kterd ma maximdlni primeér
do jednoho centimetru. Ve sténé sklenéné baiiky se nachdzi membréna, reakce této membrény
na koncentraci H;O" je charakteristickd. Tato membrana zaji$tuje vodivostni kontakt roztoku
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KCI s okolnim prostfedim elektrody. V piipadé rovnovdhy mezi elektrodou a okolnim
prostiedim dojde ke vzniku stdlého elektrického potencialu. Tento elektricky potencidl muze
byt ovlivnén pouze zménou aktivity (koncentrace) vodikovych iontd v roztoku KCI [30].
Pokud dojde k ponofeni elektrody do analyzovaného roztoku, zpusobi to zménu rovnovahy

Mowe

sz Yz

nebo desorbovat nabité Castice. Zmeéna rovnovahy na strané roztoku KCl zplsobi zménu
elektrického potencidlu, coz vede k urCeni pH v analyzovaném roztoku. Pfed kazdym
meéfenim je nutné pH metr vZdy nakalibrovat. Kalibrace se provadi pomoci standardnich
roztokd o presné znamém pH pfi standardni teploté. Tato pH jsou pak pfifazena k urcitym
hodnotdm elektrického potencidlu. Jako kalibra¢ni (standardni) teplota se nastavuje 20 °C
nebo 25 °C.

Zménu elektrického potencidlu vyjadfuje Nernstova rovnice:

R-T

E =E° —Ina,, (11)

(AgClIAg) — “(ag*/Ag)

kde E ., 4, Je potencidl chloridostiibrné elektrody, E(OAg+ 14, J€ standardni elektrodovy

potencidl ustanoveny mezi stiibrnym dritkem a roztokem KCI, R je univerzdlni plynova
konstanta (R =38,314411] -K'l-mol'l), T je termodynamickd teplota roztoku [K], F je
Faradayova konstanta (F = 9,648: 10*C'mol ™) a a o Je aktivita chloridovych aniontd.

2.6. Reologie

2.6.1. Zakladni definice

Reologie je védni disciplina, kterd se zabyva deformacemi a tokem materidlti. Od toho byl
také odvozen jeji ndzev, ktery se skladd z reckych slov "rhein" (téci) a "logos" (nauka), neboli
veéda o toku. Jeji zdklady polozil v roce 1929 americky fyzik E. C. Bingham a jeho kolega
Marcus Reiner [11].

Yev s

Reologie popisuje deformaci latek vlivem vnéjSich sil. Tato deformace byvd oznacovana
jako ok neboli viskozni deformace a je velmi dobfe pozorovatelnd zejména u kapalin.
Kromé této deformace existuje jesté deformace plastickd a elastickd. Pro viskézni deformaci

Yev s

Pro zndzornéni toku kapaliny je pouZito dvou po sobé€ se posouvajicich desek, umisténych
v konstantni vzdalenosti. Jedna z desek tvoii nepohyblivou podlozku, zatimco druhd deska
se pohybuje rovnobéZné ve vzdalenosti & rychlosti v, a tim dochézi k deformaci materidlu
umisténé¢ho mezi deskami.
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Obrdzek 9: Model s posuvnymi deskami

Tuto zavislost muZzeme vyjadfit pomoci Newtonova viskozitniho zakonu:

(12)

d
T:n._}/:n.}/ [Pa],
dt

kde 7 je te¢né napéti, n je viskozita materidlu, ¥ je rychlost ristu deformace, nazyvana téz
jako smykova rychlost [8,11,23].

Tecné napéti 7 je definovano jako podil pusobici sily F, ktera vyvolava deformaci a plochy
A, na kterou tato sila pisobi:

F
T= " [N'm™” = kg-m'l-s'2 = Pal. (13)

Dynamickd viskozita materidlu # je definovdna jako podil te€ného napéti a smykové

rychlosti:
T T
ﬂ:d—;/:T [Pa-s]. (14)
o /4

Smykova rychlost ¥ je definovdna jako podil vzdjemné rychlosti pohybu desek a jejich

vzdalenosti:

* dv v

=—=—[s"] 15
14 i h[ ] (15)
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2.6.2. Newtonské a nenewtonské kapaliny

2.6.2.1.Newtonské kapaliny

Kapaliny, které se tidi Newtonovym viskozitnim zdkonem oznacujeme jako newtonské.
Obvykle se jednd o Cisté kapaliny nebo roztoky latek s nizkou molekulovou hmotnosti.
Pro newtonské kapaliny je charakteristické, Ze dynamickd viskozita # je jejich latkovou
konstantou. Pokud tedy béhem deformace zvySujeme smykovou rychlost, dochdzi
k linearnimu rastu tecného napéti, piicemz plati, Ze zdavislost dynamické viskozity
na smykové rychlosti je konstantni. Kapalina s vyss§i viskozitou md niz§{ rychlost ristu
deformace v piipadé, Ze je teCné napéti konstantni [8,9,11].

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

n=tg a=<*
|

Y, VY Y

Obrdzek 10: Tokovd a viskozitni kiivka newtonské kapaliny

2.6.2.2.Nenewtonské kapaliny

Kapaliny, které se nefidi Newtonovym viskozitnim zdkonem oznacujeme jako
nenewtonské. Mezi tyto kapaliny patii napiiklad roztoky polymert. Pro nenewtonské
kapaliny plati vZzdy pro kazdy jeden bod, tj. pomér te€ného napéti a smykové rychlosti,
obdobné jako u newtonskych kapalin vztah

d .
r=n-L=p.y, (16)
dt

s tim rozdilem, Ze 77 (¥) je tzv. zdanliva viskozita. Tato zdéanlivd viskozita uz neni latkovou
konstantou kapaliny, tj. nemiZeme urcit jednu hodnotu dynamické viskozity, kterd by byla
konstantni v celém oboru tecného napéti. Zdanliva viskozita tedy zdvisi na zméné smykové
rychlosti nebo tecném napéti. Zavislost te€ného napéti na smykové rychlosti neni
u nenewtonskych kapalin linearni [8,9,11].

21



T Nenewtonska
kapalina

Newtonska
kapalina

Nenewtonska
kapalina

Y

Obrdzek 11: Krivky newtonskych a nenewtonskych kapalin

Nenewtonské kapaliny muZeme rozdé€lit do tii zdkladnich skupin (pseudoplastické,
dilatantni a plastické) shrnutych v nasledujicich podkapitolach [9,11].

2.6.2.2.1. Pseudoplastické nenewtonské kapaliny

Pro pseudoplastické kapaliny je charakteristické, Ze b&hem deformace jejich zdanliva
viskozita klesa s rostouci smykovou rychlosti. Typickym zdstupcem téchto pseudoplastickych
kapalin jsou napf. roztoky mydel nebo roztoky polymeru.

2.6.2.2.2. Dilatantni nenewtonské kapaliny

Opakem pseudoplastickych kapalin jsou kapaliny dilatantni, u kterych béhem deformace
dochdzi k rustu zdanlivé viskozity se zvySujici se smykovou rychlosti. Toto chovani se
obvykle vyskytuje u vysoce koncentrovanych suspenzi jako napf. vlhky pisek na plaZi nebo
sediment Skrobu ve studené vodé.

2.6.2.2.3. Plastické nenewtonské kapaliny

Posledni skupinu tvoii latky plastické, pro které je typické, Ze k toku u nich dochdzi
az po prekrocCeni prahové hodnoty te¢ného napéti, tzv. meze toku 7, . Piikladem plastickych
kapalin jsou koncentrované pramyslové a odpadni kaly nebo kaSovité suspenze kiidy a vapna.
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pseudoplastické

dilatantni

Obrdzek 12: Krivky nenewtonskych kapalin

2.6.3. Tixotropie a reopexie

Jako tixotropni a reopexni nenewtonské kapaliny oznacujeme ty kapaliny, u kterych je
jejich deformace zavisld nejen na velikosti pusobici sily, ale také na jeji dob€ pusobenti.

U tixotropnich latek dochazi vlivem mechanického namdhani (ptsobicim po urcitou dobu),
tj. pfi zvySujicim se teCném napéetim, k pozvolnému poklesu zdéanlivé viskozity. Jakmile se
vSak te¢né napéti zaCne snizovat, dochazi ke zpétnému vzrastu zdanlivé viskozity a tim
pddem i obnoveni celé struktury. Této vlastnosti je s vyhodou vyuzivdno u néatérovych hmot
[9,11].

Naproti tomu u reopexnich nenewtonovskych kapalin dochédzi vlivem mechanického
namahani (pusobicim po urcitou dobu), tj. pfi zvySujicim se teCném napétim, k rustu zdanlivé
viskozity. Poté, co se te€né napéti zaCne snizovat, dojde ke zpe€tnému sniZovani zdanlivé
viskozity a navratu do ptuvodniho stavu [9].

2.7. Reometrie (mérici systémy)

Reologické vlastnosti materidlti se méfi pomoci piistroje, ktery se nazyva reometr. Kazdy
reometr se sklddd ze dvou zdkladnich Casti — rotacni (pohyblivé) a statické (nepohyblivé).
Naméfend data miZeme ziskat jako zdvislost mezi smykovou rychlosti a teCnym napétim
nebo zdvislost zdanlivé viskozity na te€ném napéti ¢i smykové rychlosti. Tato data podavaji
informace o vzorku z hlediska jeho viskozity ¢i tokovych vlastnosti. Naopak pomoci
oscilacniho méteni, kdy rotacni ¢dst reometru vykondva oscilacni pohyb, ziskdvdme data,
kterd ndm poddavaji informace o elasticité vzorku. Podle druhu analyzovaného vzorku volime

vhodnou geometrii méficitho systému, napt. systém kuzZel-deska, deska-deska nebo systém
dvou souosych valcu [9].
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2.7.1. Meérici systém kuzel-deska

o

V tomto méficim systému je malé mnozstvi vzorku umisténé mezi dvé plochy, kde je
podrobovano deformaci. Jedna plocha (deska) je statickd, druhd (kuzel) pak rotacni.
P1i otaceni kuZele kapalina vykazuje urcity odpor viuci sméru otaceni. Tento odpor je dmérny
viskozité dané kapaliny a projevuje se ve forme kroutictho momentu. Dany systém je vhodny
pro visk6znéjsi kapaliny.

Vztah pro vypocet teCného napéti u systému kuzel-deska je ve tvaru:

-M
=237e (1"

kde M je moment sily a R je polomér podstavy kuzele.

Vztah pro vypocet smykové rychlosti u systému kuzel-deska je ve tvaru:

@
y=—, (18)
o

kde w je dhlova rychlost a « je thel zkoseni kuZele.

Obrdzek 13: Mérici systém kuZel-deska

Vyhodou tohoto systému je zejména mald spotfeba vzorku a také jeho temperovani,
které je diky malé vrstvé vzorku a velké ploSe desky velmi Gcinné. Mezi dal$i vyhody patii
snadné CiSténi, obsluha a také nezdvislost smykové rychlosti na poloméru desky. Nevyhodou
je, Ze tento systém se nedd pouZit pro vzorky s nizkou viskozitou, protoZe pfi velké rychlosti
otaceni kuzele maze dojit k vystitknuti vzorku [9,11].
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2.7.2. Meérici systém dvou souosych valcu

[ 2wl

Tento méfici systém se sklada ze dvou souosych vélct, kdy jeden z nich je rotacni plny
a druhy je staticky duty. Mezi témito dvéma vélci je mezera, ve které se nachdzi meétreny
vzorek. Dany meéfici systém je vhodny zejména pro nizko az stfedné viskézni vzorky.
Vyhodou tohoto systému je pfedev§Sim snadné davkovani vzorku, nemoZnost jeho ztrity
pii vysokych smykovych rychlostech a snadnd eliminace vypafovdni vzorku. Nevyhodou je
zejména velkd spotfeba vzorku a také CiSténi celého systému mezi jednotlivymi méfenimi
[9,11].

R, i

Obrdzek 14: Mérici systém dvou souosych vdlcu
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité materialy k pripravé roztoku

Kyselina hyaluronovd o molekulové hmotnosti 1,75 MDa byla poskytnuta firmou Contipro
Group s.r.o. v Dolni Dobrugi (Ceskd republika). Injeké&ni voda® pro piipravu roztoku byla
vyrobena firmou Fresenius Kabi Italia, S.r.]., Verona (Itdlie). Lysin a 6-aminokapronova
kyselina Cistoty p.a. byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, Steinheim (Némecko).

3.2. Metody

3.2.1. Priprava roztoku

Na analytickych vahdch bylo navdZeno presné mnoZstvi kyseliny hyaluronové. Tato
navazka HA byla pfidivana po malych davkach vrstvicim zpusobem do injek¢ni vody.
Podstatou tohoto vrstviciho zptusobu bylo stiidavé priddvani malého mnoZstvi injekéni vody
aHA, pricemZ po kazdém ptiddni byl roztok fddné promichdn. Vyslednd koncentrace
pfipraveného roztoku byla 0,1% hm. Roztok byl pfipravovdn na magnetické michacce
za stdlého michan{ a laboratorni teploty. Vznikly roztok byl fadn€ uzavien a michdn 24 hodin
pro dosaZeni co nejvyS§i homogenity. Po ukonceni michani byly roztoky kyseliny
hyaluronové uloZeny do lednice pro zpomaleni degradaénich pochodd.

Pro piipravu roztoku aminokyseliny bylo za laboratorni teploty na analytickych vahach
navdZzeno potfebné mnoZstvi aminokyseliny tak, aby vyslednd koncentrace byla
0,132 mol-dm™. Pii piipravé byla pouZita injek&ni voda. Vznikly roztok byl po dobu 24 hodin
michdn na magnetické michacce a po dokonceni michdni byl roztok aminokyseliny
uchovavén v lednici.

Pro protonizaci roztokii aminokyselin byla pouzita HCl o pfislusné koncentraci dle
aminokyseliny. V piipadé€ lysinu byl pouzit roztok 1 mol-dm™ HCI a v piipadé 6AKK byl
pouzit roztok HCI o celkové koncentraci 0,1 mol-dm>.

Protonizace roztokt aminokyselin byla provadéna za laboratorni teploty. Do lahvicky bylo
napipetovano 10 ml pfipraveného roztoku aminokyseliny o koncentraci 0,132 mol-dm™.
Poté bylo pfipipetovdno potiebné mnoZzstvi HCl urcené z titracni kiivky [18] a injek¢ni vody
tak, aby vyslednd koncentrace protonizovaného roztoku aminokyseliny byla 0,11 mol-dm™.
Vzniklé roztoky byly fddné uzavieny a michdny 24 hodin na magnetické michacce.
Po ukonc¢eni michdni byly uchovavéany v lednici.

Byly pfipraveny celkem 3 sady kyseliny hyaluronové s protonizovanymi aminokyselinami.
Sada lysinu pro nizké koncentrace, sada 6-aminokapronové kyseliny pro nizké koncentrace
a sada 6-aminokapronové kyseliny pro vysoké koncentrace. VSechny sady byly pfipraveny
za laboratorni teploty. Sada lysinu pro nizké koncentrace obsahovala celkem 9 roztoku:
Referencni vzorek HA a roztoky v koncentratnim rozmezi 0,5-10 mmol-dm~. Sada
6-aminokapronové kyseliny pro nizké koncentrace obsahovala také celkem 9 roztoku:

* Injek&ni voda je voda, kterd se pouZiva pro vyrobu injekénich roztoki.. Tato voda je zbavena minerdli
a nasledné destilovéna.
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Referencni vzorek HA a roztoky v koncentratnim rozmezi 0,5-10 mmol-dm™~. Posledni sada,
tedy 6-aminokapronova kyselina pro vysoké koncentrace, obsahovala celkem 5 roztoku:
Referenéni HA a roztoky v koncentradnim v rozmezi 20-50 mmol-dm™. K dil&im saddm byly
pfipraveny jesté sady samotnych protonizovanych aminokyselin v injekéni vodé¢, tedy
bez kyseliny hyaluronové. VSechny vzorky byly pfipraveny tak, Ze bylo odpipetovdno 10 ml
pfipraveného roztoku kyseliny hyaluronové. Poté, dle piisluSné koncentrace jednotlivych
roztok, bylo pfipipetovano potfebné mnozstvi injekéni vody a protonizované aminokyseliny.
Vysledny objem pfipravanych roztoka byl vzdy 11 ml, viz Obrazek 15. Vzniklé roztoky byly
fddn€ uzavieny a michdny 24 hodin na magnetické michacce. Po ukonceni michdni byly
roztoky opét uchovivény v lednici.

voda

AMK

10 ml HA + AMK + voda e — 11 ml

10 ml HA

Obrdzek 15: Schéma pripravy roztokii

3.2.2. Meéreni pH

Pred méfenim pH byly vSechny roztoky vytemperovany na laboratorni teplotu. Méfeni
probihalo na pH metru od firmy Mettler Toledo za referencni teploty 25 °C. Kalibrace tohoto
pH metru byla provedena dle ndvodu vyrobce, tzn. byly pouzity 3 pufry o pH 7,0; 4,01 a 2,01
doddvané firmou Mettler Toledo. Pfi meéfeni bylo postupovdno ndsledovné: Sklenéna
elektroda byla ponofena do méfeného roztoku a po pfiblizn€ 3 minutdch doslo k adaptaci
elektrody na dané prostiedi. Poté bylo méfeno pH v Case do ustédleni. Celkem bylo odecteno
6 hodnot pH. Z téchto hodnot, které byly nasledné€ pouZzity k dalSimu vyhodnocovéni, bylo
vypocitano primérné pH a smérodatna odchylka.

Tabulka 4: Ukdzka namérenych hodnot pH pro 1,5 mmol-dm™ roztok H "Lys v HA
pri referencni teploté 25 °C

Cislo méreni pH
1 4,88
2 4,87
3 4,87
4 4,87
5 4,87
6 4,87
pramér 4.872
smérodatnd odchylka 0,004
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Smérodatnd vybérova odchylka o byla pocitdna podle ndsledujiciho vzorce:

Z(sz;; ) (19)

o =

3.2.3. Méreni vodivosti

VSechny roztoky byly prfed meéfenim vytemperovany na laboratorni teplotu. Meéfeni
vodivosti probihalo na konduktometru od firmy Greinsinger Electronic za referencni teploty
25 °C. Kalibrace konduktrometru byla provedena dle navodu vyrobce, tzn. pomoci
vodivostniho standardu doddvaného firmou Mettler Toledo s vodivosti 1413 uS-cm'l.
Pii samotném meéfeni bylo postupovano nasledujicim zptisobem: Elektroda konduktometru
byla ponofena do méfeného roztoku a po pfiblizn€ 3 minutdch doSlo k adaptaci elektrody
na dané prostifedi. Poté byla méfena vodivost v ¢ase do ustdleni. Celkem bylo odecteno
6 hodnot vodivosti. Z té&chto hodnot, které byly ndsledn€ pouZzity k dal§imu vyhodnocovani,
byla vypocitana primérnd vodivost a smérodatna odchylka.

Tabulka 5: Ukdzka namérenych hodnot vodivosti pro 1,5 mmol-dm™ roztok H "Lys v HA
pri referencni teploté 25 °C

éieni K [pS-em™]

306

307

308

307

m

1

2

3 308
4

5

6

308

pramér 307,33

smérodatnd odchylka 0,82

Smérodatna vyberova odchylka o byla vypocitdna na zdkladé stejného vzorce jako u pH.

3.2.4. Reologicka méreni

Meéfeni viskozity jednotlivych roztoki bylo stézejni metodou pro posouzeni interakci mezi
HA a protonizovanymi aminokyselinami v oblasti uvedenych koncentraci. Méteni viskozity
probihalo na pfistroji reometru AR - G2 od firmy TA Instruments. Pfed samotnym meétfenim
byly vzdy vSechny roztoky vytemperovdny na laboratorni teplotu. Vzhledem k tomu,
Ze k pripravé roztoki byla pouzita vysokomolekulova kyselina hyaluronovd, konkrétné HA
s molekulovou hmotnosti 1,75 MDa, byl k méfeni pouZit méfici systém kuzel-deska, ktery je

vhodny zejména pro visk6zngjii kapaliny. Uhel zkoseni kuZele je 1° a primér 60 mm. Tato
geometrie byva také oznaCovana C60/1.

Vzorek byl pred kazdym méfenim temperovan po dobu 5 minut na teplotu 25 °C. K méfeni
viskozity byl pouZit test Steady State, tedy metoda ustdleného stavu. Tento test je vhodny
zejména pro méfeni tokovych vlastnosti jednotlivych vzork, jehoZz vysledkem je viskozitni
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kfivka vyjadiujici zdvislost zdanlivé viskozity na smykové rychlosti. Jednotlivé body
viskozitni kfivky byly méfeny celkem tfikrat, pfiCemZ namefend hodnota smykové rychlosti
se pfi jednom urcitém tecném napéti nesméla liSit vice jak o 5 % v Casovém intervalu
10 sekund. Celkovd doba meéfeni jednoho bodu byla nastavena na 3 minuty a 10 sekund.
Viskozita kazdého roztoku byla na reometru proméfena nejméné dvakrit, pficemZ
pred jednotlivymi méfenimi byl reometr vzdy diukladné ocistén a pro kazdé méfeni byl vzdy
naddvkovan novy vzorek. K analyze tokové kiivky byl pouZit Cross model, kterym byla
naméfend data prolozena v programu TA Data Analysis od firmy TA Instruments.
Prosttednictvim tohoto modelu byl zjiSt€n parametr 7y, ktery odpovidd parametru zero-rate
viscosity v legendé€ niZe uvedeného grafu.

1,000

Cross

a: zero-rate viscosity: 0,1044 Pas

_ b infinite-rate viscosity: 3,855E-3 Pas
c: consistency: 0,04436 s

T d: rate index: 0,7722

standard error: 3,484

thixotropy: 0 Pa/s

normalised thixotropy: 0 1/s

. End condition: Finished normally
viscosity at 1000 1/s: 8,957E-3 Pas

viscosity (Pa.s)
o
—
o
o
T

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

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

Obrdzek 16: Viskozitni kr'ivka 0,1% 1,75 MDa HA ve vodé proloZend Crossovym modelem

3.3. Vyhodnoceni namérenych dat

3.3.1. Vyhodnoceni pH

K vyhodnoceni namétenych hodnot pH byl pouZit program MS Excel. Vzhledem k tomu,
Ze pii kazdém meéteni pH roztoku bylo odecteno vzdy Sest hodnot pH, bylo nejdfive z téchto
dat vypocitano praimérné pH jednotlivych roztokt. Takto vypocitané hodnoty pH roztoki HA
s protonizovanymi aminokyselinami a roztoki aminokyselin ve vodé€ pak byly vyneseny vzdy
pro konkrétni fadu do jednoho grafu v zavislosti na koncentraci aminokyseliny. Z grafické
zéavislosti bylo moZzné urcit, do jaké miry doSlo k ovlivnéni pH ptidavkem kyseliny
hyaluronové.
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V dal§im kroku pfi vyhodnocovéani dat bylo vypocitdno pro kazdy roztok relativni pH,
tedy pH,,.. Z téchto hodnot byla vynesena grafickd zdvislost pH,;, na Kkoncentraci
aminokyseliny. pH,,; je definovdno nésledujicim vztahem:

pH + +voda

pHre[ — _HA AMK d , (20)
pH voda+AMK

kde pH ;.. suksvoda JE primémé pH roztoku kyseliny hyaluronové s aminokyselinou

a p_Hvoda+ k. Jje praimémé pH roztoku aminokyseliny ve vodé¢. Z uvedeného vztahu vyplyva,

ze relativni pH vyjadfuje pomér pH mezi roztokem obsahujici kyselinu hyaluronovou
s pfidavkem aminokyseliny a roztokem samotné aminokyseliny ve vode.

Do grafu byly vyneseny také chybové dsecky pro kazdy meéfeny roztok, jejichz velikost
byla vypocitidna ze vztahu:

2 2
a Aa Ab
A —|=.|—| +—| -pH,,, 21
] J[j SRz @1
kde Ada je smérodatnd vybé€rovd odchylka pH pro roztok HA s aminokyselinou, a je
pramérné pH roztoku HA s aminokyselinou, 4b je smérodatnd vybérovd odchylka pH

pro roztok aminokyseliny ve vod¢€, b je primérné pH roztoku aminokyseliny ve vodé a pH,,;
je relativni hodnota pH.

3.3.2. Vyhodnoceni vodivosti

K vyhodnoceni naméfenych hodnot vodivosti byl pouZit program MS Excel a postup
vyhodnoceni byl obdobny jako u vyhodnoceni pH. Vzhledem k tomu, Ze pfi méfeni bylo
stejné jako u pH odecteno Sest hodnot vodivosti, byla pfed vyhodnocenim relativni vodivosti
vypocitdana pramérnd vodivost pro kazdy roztok. Vodivosti roztoki HA s aminokyselinou
a roztokll aminokyseliny ve vodé byly nasledné pro jednotlivé koncentracni fady vyneseny
do grafu oproti koncentraci nebo piidavku aminokyseliny. Z téchto grafickych zavislosti pak
bylo moZzné urcit, jak byla vodivost roztoku ovlivnéna ptfitomnosti kyseliny hyaluronové.
Poté byla vypocitidna relativni vodivost, tedy k.., kterd byla vynesena do grafu v zavislosti
na koncentraci aminokyseliny. «,.;; je definovdno vztahem:

_ K HA+AMK +voda (22)

K'voda+AMK

K

rell

kde Kra+amK+voda je pramérna vodivost roztoku hyaluronanu s aminokyselinou a Kuodatamk je
pramérnd vodivost roztoku aminokyseliny ve vodé. Tato relativni vodivost k,.; vyjadiuje
pomeér vodivosti mezi roztokem kyseliny hyaluronové s aminokyselinou a roztokem samotné
aminokyseliny ve vodé€. Velikost chybovych dsecek pro kazdy méteny roztok byla vypocitdna
ze vztahu:

{)-\2) (%) o e
b a b
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kde Ada je smérodatnd vyb&rova odchylka vodivosti pro roztok HA s aminokyselinou, a je
pramérnd vodivost roztoku HA s aminokyselinou, 4b je smérodatnd vybérova odchylka
vodivosti pro roztok aminokyseliny ve vodé, b je pruimérna vodivost roztoku aminokyseliny
ve vode€ a ks je hodnota relativni vodivosti 1.

Do grafu byla vynesena také relativni vodivost k., Vv zdvislosti na koncentraci
aminokyseliny, kde «,.;; je definovdna vztahem:

K HA+AMK +voda
Kyjy,=———", 24)

F
K HA

kde KrHatamkivwda je promérnd vodivost roztoku hyaluronanu s aminokyselinou a kwua je
prumérnd vodivost samotného roztoku kyseliny hyaluronové. Z uvedeného vztahu vyplyva,
Ze relativni vodivost k., definuje pomér vodivosti roztoku hyaluronanu s aminokyselinou
k samotnému roztoku hyaluronanu. Vyjadiuje tedy, jak je ovlivnéna vodivost piidavkem
aminokyseliny. Velikost chybovych dsecek byla v tomto ptipad¢€ urCena ze vztahu:

2 2
a Aa Ab
A—|=|— | +|— | K> 25
4] J[j 2] e 25
kde Aa je smérodatnid vybé&rova odchylka vodivosti pro roztok HA s aminokyselinou, a je
pramérnd vodivost roztoku HA s aminokyselinou, 4b je smérodatnd vybérova odchylka

vodivosti pro roztok HA, b je primérna vodivost roztoku HA a k.. je hodnota relativni
vodivosti 2.

3.3.3. Vyhodnoceni reologie

K vyhodnoceni naméfenych hodnot jednotlivych roztokii kyseliny hyaluronové
s protonizovanymi aminokyselinami byly pouzity programy TA Data Analysis od firmy
TA Instruments a MS Excel. Pomoci programu TA Data Analysis byla z namétfenych hodnot
pro jednotlivé roztoky vynesena viskozitni kfivka vyjadrujici zdvislost zdanlivé viskozity
na smykové rychlosti. Viskozitni kfivka byla proloZzena vhodnym reologickym modelem.
Roztoky kyseliny hyaluronové o vysoké molekulové hmotnosti 1,75 MDa vykazovaly typické
nenewtonské chovani, proto byl v ramci této bakalaiské prace k vyhodnoceni pouzit Crosstv
model definovén nésledujicim vztahem:

p=n, +—0"M (26)
I+ ("

kde ¢ = i =7, . (27)
Ve

o je limitni viskozita definovédna pro limitné nizké smykové rychlosti, 7., je asymptoticka

viskozita, ¥ je smykovd rychlost, y. je kritickd smykova rychlost a ¢ je Cas relaxace.

Aby bylo mozné vyhodnotit interakce mezi kyselinou hyaluronovou a protonizovanymi
aminokyselinami, byla z Crossova modelu pro kazdy roztok odeclitina hodnota limitni
viskozity #y, téZ oznaCovand jako zero-rate viscosity. Hodnota odchylky (standard error)
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nesméla u vyhodnocenych dat prekrocit hodnotu 20. Tato podminka byla splnéna, proto byl
dany model povaZzovén za vhodny. Odchylka je definovana nisledujicim vztahem:

(r, —x. )" 2
(n-2)
== 4 000, (28)

rozsah

kde x, jsou naméfené hodnoty, x. jsou vypocitané hodnoty, n je poCet naméfenych hodnot
v kfivce a rozsah je rozdil mezi minimdlni a maximdlni hodnotou, kterd byla namétena.
Vzhledem k tomu, Ze viskozita kazdého roztoku byla vZdy méfena dvakrat, vyslednou limitni
viskozitou byla pramérna hodnota téchto dvou méfeni.

Nameétend reologickd data byla ddle vyhodnocena pomoci relativni viskozity,
kterd vyjadiuje, jak se méni viskozita roztoku v zdvislosti na koncentraci protonizované
aminokyseliny. Relativni viskozita je vyjddfena pomoci vztahu:

7, (HA+ AMK +voda)
T 1, (HA +voda)

(29)
kde ny (HA+AMK+voda) je limitni viskozita roztoku HA s piidavkem protonizované
aminokyseliny a 79 (HA+voda) je limitni viskozita roztoku HA ve vodg.

Velikost chybovych tsecek byla ur¢ena ze vztahu:

2 2
a Aa Ab
A=l=]=|+|=1| n., 30
] J[j GEZ a0
kde Ada je smérodatnd vybérova odchylka limitni viskozity pro roztok HA s aminokyselinou,
a je prumérnd limitni viskozita roztoku HA s aminokyselinou, 4b je smérodatnd vybérova

odchylka limitni viskozity pro roztok HA, b je primérnd limitni viskozita roztoku HA a 7,
je hodnota relativni viskozity.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Nésledujici podkapitoly shrnuji vysledky métfeni pH, méfeni vodivosti a reologického
meéfeni roztok kyseliny hyaluronové s ptidavkem protonizované aminokyseliny, konkrétné
pak lysinu a 6-aminokapronové kyseliny. V pfipadé¢ méfeni pH a vodivosti jsou uvedeny
i naméfené vysledky roztokd Cisté vody s piidavkem protonizované aminokyseliny
(bez ptidavku kyseliny hyaluronové). Vysledky byly vyneseny do grafti a pro ptehlednost
zapsany do tabulek.

4.1. Méreni pH

Pomoci meéfeni pH bylo mozné posoudit ptfitomnost interakci mezi kyselinou
hyaluronovou a protonizovanymi aminokyselinami. Pokud by k interakcim v roztoku HA
s pfidavkem protonizované aminokyseliny opravdu dochdzelo, mélo by dojit ke zvySeni
hodnoty pH. Toto zvySeni pH by pak znalilo, Ze pii vzniku interakci mezi kyselinou
hyaluronovou a protonizovanou aminokyselinou dochdzi k navdzdni kladné nabité
protonizované aminokyseliny na fetézec hyaluronanu. SniZuje se tedy pocet kladné nabitych
¢astic v roztoku. Roztok vody s protonizovanou aminokyselinou by pak vzhledem k vétSimu
poctu kladné nabitych CcCastic dosahoval podstatné nizSich hodnot pH. Po zpracovéni
avyneseni naméfenych dat do grafi bylo potvrzeno, Ze k interakcim mezi HA
a protonizovanymi aminokyselinami dochdzi. Tyto interakce vznikaji mezi kyselinou
hyaluronovou, kterd nese zdporny niaboj na karboxylovych skupinich ve svém fetézci,
a kladnym ndbojem na atomu dusiku, ktery je obsaZen v molekule aminokyseliny. Dochézi
tedy k celkovému sniZeni poctu kladn€ nabitych protonizovanych aminokyselin v roztoku,
coZ se projevuje jiz zminénym zvySenim pH.

Interakce byly dokdzany jak u roztoki HA s pifidavkem lysinu v oblasti nizkych
koncentraci, tak u roztokit HA s pfidavkem 6AKK v oblasti nizkych i vysokych koncentraci.
Ve vSech uvedenych piipadech doSlo po pfiddni protonizované aminokyseliny do roztoku
kyseliny hyaluronové ke zvySeni pH. Nize uvedené grafy znazorfiuji zvySeni pH u roztoku
HA s pfidavkem protonizovaného lysinu v zdvislosti na koncentraci aminokyseliny a zvySeni
pH u systému 6AKK v zdvislosti na koncentraci aminokyseliny v oblasti nizkych i1 vysokych
koncentraci pfi teploté 25 °C.
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Obrdzek 17: ZvySeni pH u roztoku HA s pridavkem protonizovaného lysinu v zdvislosti
na koncentraci aminokyseliny pri teploté 25 °C
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Obrdzek 18: Zvyseni pH u roztoku HA s pridavkem protonizované 6AKK v zdvislosti
na koncentraci aminokyseliny v oblasti nizkych i vysokych koncentract pri teploté 25 °C
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4.2. Méreni vodivosti

Pomoci méfeni vodivosti bylo moZné urcit nejen pifitomnost interakci mezi HA
a protonizovanymi aminokyseliny, ale do urcité miry i velikosti téchto interakci.

V piipadé zkoumani interakci u roztoku s ptidavkem lysinu v oblasti nizkych koncentraci
se zména vodivosti mezi roztokem HA s pfidavkem aminokyseliny a vodnym roztokem
aminokyseliny projevila vyraznym poklesem «,.;;. Tento pokles je velmi dobie vidét
v obrazku 19. K poklesu x,;; dochdzi s rostouci koncentraci lysinu v roztoku. Vysoka
vodivost roztoku kyseliny hyaluronové s ptidavkem lysinu o koncentraci 0,5 mmol-dm™
oproti roztoku vody s lysinem je zpusobena velmi malym piidavkem protonizovaného lysinu.
U roztoku s takto nizkym ptidavkem lysinu, tedy s nizkou koncentraci, k interakcim
pravdépodobné& nedochdzi. K tomu, aby dosSlo k interakcim mezi kyselinou hyaluronovou
a protonizovanou aminokyselinou, je potfeba prekroCit urcitou hranicni koncentraci,
za kterou HA a aminokyselina zaujimaji vhodné prostorové uspotddani, které tyto interakce
umoZziuje.

2,1

1,9

Krelt 1,5

1,1 1

L 4

0,9 ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10
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Obrdzek 19: Relativni vodivost 1 v zdvislosti na koncentraci lysinu v roztoku HA pri teploté
25°C

V piipadé zkoumani interakci roztoki kyseliny hyaluronové s pridavkem
6-aminokapronové kyseliny v oblasti nizkych koncentraci doslo ke vzrustu x,.; s lokdlnim
maximem pii koncentraci 1 mmol-dm™. Poté nésledoval pokles x,.;; a jeji ustdleni na hodnoté
pfiblizné 4. Tento trend je opacny neZ v ptipadé méfeni vodivosti u systému lysinu.

U roztokd kyseliny hyaluronové s piidavkem 6-aminokapronové kyseliny v oblasti
vysokych koncentraci doSlo k poklesu x,.;; a ndsledné k jejimu ustdleni na hodnoté pfiblizné
1,7. VySe zminé€né chovani k,,; vysvétluje skuteCnost, Ze na protonizaci 6AKK byla pouzita

cvv s

kyselina chlorovodikovd o mnohem niz$i koncentraci, nez v ptipadé lysinu, z divodu niZsi
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zasaditosti 6AKK. Diky tomu bylo v roztoku pfitomno méné kladn€ nabitych Ccastic,
tj. protonizovanych aminokyselin, a v dusledku toho byla nameéfena i nizs$i vodivost ke
jednotlivych roztokd.. Vodivost tedy byla zna¢né ovlivnéna piitomnosti HA v roztoku,
ktera vykazuje mnohem vys$si hodnoty vodivosti nez 6AKK.

Nejvyznamné&jsi pokles x,.;» byl pozorovan u systému 6 AKK v oblasti nizkych koncentract,
kde u roztokd 0,5-5 mmol-dm™ hodnoty x> klesly pod hodnotu 1. Tento pokles se nachdzi
ve stejném koncentraCnim rozpéti, ve kterém byly vykazovdny i zmeény pro x,.. Tato
skutecnost potvrzuje vznik interakci.
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Obrdzek 20: Relativni vodivost 1 v zdavislosti na koncentraci 6AKK v roztoku HA v oblasti
nizkych i vysokych koncentraci pri teploté
25 °C
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Obrdzek 21: Relativni vodivost 2 v zavislosti na koncentraci 6AKK v roztoku HA v oblasti
nizkych koncentraci p¥i teploté 25 °C

4.3. Reologicka méieni

Vysledky reologického méfeni roztoku kyseliny hyaluronové s piidavkem protonizované
aminokyseliny, konkrétné lysinu v oblasti nizkych koncentraci a 6-aminokapronové kyseliny
v oblasti nizkych i vysokych koncentraci, jsou uvedeny v ndsledujicim odstavci. Namétend
data byla zpracovdna v programu TA Data Analysis od firmy TA Instruments a nisledné
shrnuta do tabulek a graft v programu MS Excel.

Zakladni pfedpoklad pro pfitomnost interakci mezi Kkyselinou hyaluronovou
a protonizovanymi aminokyselinami je pokles viskozity v méfeném systému za konstantnich
podminek, jako je napf. teplota. Vzhledem k tomu, Ze k celkovému sniZeni viskozity v rdmci
jednotlivych systému doslo, byla pfitomnost interakci mezi HA a aminokyselinami skute¢né
dokédzdna.

V piipad€ systému kyseliny hyaluronové s pfidavkem protonizovaného lysinu v oblasti
nizkych koncentraci byla naméfena limitni viskozita #y 0,1% roztoku samotné 1,75 MDa HA
ve vodé pfi limitni nizké smykové rychlosti #p = 108,10 mPa's. S rostouci koncentraci lysinu
v roztoku dochdzelo k postupnému poklesu viskozity. Roztok o nejniz§i koncentraci
0,5 mmol-dm™ vykazoval nejvy$§i limitni viskozitu 81,08 mPa's a roztok o nejvyssi
koncentraci 10 mmol-dm™ vykazoval nejniz8i limitni viskozitu, jejizZ hodnota byla 7,24 mPa-s.
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Tabulka 6: Limitni viskozity systému HA s pridavkem lysinu

CLys [mmol-dm'3] 1o [mPa-s]
0,5 81,08
1,0 61,96
1,5 44.39
2,0 40,96
3,0 30,03
5,0 13,79
7,0 9,40
10,0 7,24

U systému kyseliny hyaluronové s pfidavkem protonizované 6-aminokapronové kyseliny
dochézelo s jeji rostouci koncentraci v roztoku k poklesu viskozity. V piipade systému
kyseliny hyaluronové s ptfidavkem protonizované 6AKK byla naméfena limitni viskozita 7,
0,1% roztoku samotné 1,75 MDa HA ve vode pifi limitni nizké smykové rychlosti
o= 107,85 mPas, v oblasti vysokych koncentraci #y= 121,65 mPa's. U systému v oblasti
nizkych koncentraci byla naméfena v pifipad€ nejnizsi koncentrace 0,5 mmol-dm™ nejvyssi
limitni viskozita 124,45 mPa's a nejniZ§i limitni viskozita 86,72 mPa's pfi nejvyssi
koncentraci 10 mmol-dm™. Systém v oblasti vysokych koncentraci vykazoval nejvyssi limitni
viskozitu 74,25 mPa‘s u roztoku o koncentraci 20 mmol-dm™ a nejnizsi limitni viskozitu
45,66 mPa-s pfi nejvyssi koncentraci 50 mmol-dm™.

Tabulka 7: Limitni viskozity systému HA s pridavkem 6AKK v oblasti nizkych a vysokych

koncentract
C6AKK
[mmol-dm'3] 1o [mPa-s]

0,5 124,45
1,0 119,15
1,5 119,05
2,0 112,70
3,0 113,20
5,0 112,10
7,0 100,42
10,0 86,72

20,0 74,25

30,0 70,39

40,0 54,82

50,0 45,66

Obrazek 22 zobrazuje prubéh viskozitnich kfivek jednotlivych roztokit HA s ptfidavkem
protonizovaného lysinu, z nichZ je patrny pokles viskozity s rostouci smykovou rychlosti.
Jedna se tedy o typické nenewtonské chovéni. V Obrdzku 23 je zobrazena kiivka relativni
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viskozity, kterd vyjadfuje zmeénu viskozity roztoku v zdvislosti na koncentraci lysinu. Je zde
také porovnan klesajici trend relativni viskozity naméfeny v rdmci této bakaldfské prace
avramci bakaldrské price Jana Zemana [18]. Z poklesu relativni viskozity roztoku
v zévislosti na jeho rostouci koncentraci lysinu tedy vyplyva, Ze mezi HA a protonizovanym
lysinem k interakcim dochdzi. Tyto interakce vznikaji mezi karboxylovou skupinou vizanou
v molekule HA nesouci zdporny ndboj a lysinem, ktery se na HA vize pomoci kladného
ndboje nachdzejiciho se na atomu dusiku.
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Obrdzek 22: Pritbéh viskozitnich krivek u systému 1,75 MDa HA
s pridavkem protonizovaného lysinu
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Obrdzek 23: Pritbéh relativni viskozity u systému 1,75 MDa HA s pridavkem protonizovaného
lysinu

V piipad€ systému s piidavkem protonizované 6AKK dochdzi stejné jako u lysinu
k poklesu viskozity s rostouci smykovou rychlosti, coZ je projev nenewtonského chovéni.
Obrazky 24, 25 zobrazuji prubeh viskozitnich kiivek jednotlivych roztokti HA s pridavkem
6AKK. Obrazek 26 zobrazuje pokles relativni viskozity v zdvislosti na rostouci koncentraci
6AKK v roztoku v oblasti nizkych i vysokych koncentraci. Je zde také porovndn klesajici
trend relativni viskozity namé&feny v rdmci této bakaldfské prace a v ramci bakaldiské price
Jana Zemana [18]. Pokles relativni viskozity u systému s ptidavkem 6AKK neni tak strmy,
jako tomu bylo u systému s piidavkem lysinu. Tato skutecnost znaci, Ze k interakcim mezi
HA a 6AKK opravdu dochézi, ale oproti interakcim mezi HA a lysinem jsou tyto interakce
slabsi.
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Obrdzek 24: Pritbéh viskozitnich krivek u systému 1,75 MDa HA s pridavkem protonizované

6AKK v oblasti nizkych koncentract
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Obrdzek 25: Pritbéh viskozitnich krivek u systému 1,75 MDa HA s pridavkem protonizované

6AKK v oblasti vysokych koncentract
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Obrdzek 26: Prubéh relativni viskozity u systému 1,75 MDa HA s pFidavkem protonizované
6AKK v oblasti nizkych i vysokych koncentraci
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5. ZAVER

Cilem této price bylo podrobné€ji proméfit interakce mezi vysokomolekulovou HA
(1,75 MDa) a protonizovanymi aminokyselinami, lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou,
v extrémnich koncentracich. Tyto interakce byly jiZ prokdzdny v bakaldrské praci Bc. Jana
Zemana, kde byly méfeny v SirSim koncentraCnim rozpéti [18]. Interakce byly zkoumdny
pomoci méfeni pH, kde by mélo dojit v piipad€ jejich vzniku ke zvySeni hodnoty pH,
a vodivosti, kde by mélo dojit k poklesu vodivosti v dusledku snizeni poctu volnych nabitych
Castic v roztoku. V obou piipadech byly vidy meéfeny roztoky HA s protonizovanou
aminokyselinou, ale z divodu porovnani i roztoky protonizované aminokyseliny ve vodé.
NejstéZejn€jSim meétrenim vSak bylo méfeni reometrické, kterému byly podrobeny pouze
roztoky HA s protonizovanou aminokyselinou. V piipad€ vzniku interakci by mélo dojit
ke sniZeni viskozity v disledku zmenseni objemu molekul HA [18].

Meétenim pH bylo potvrzeno zvySeni hodnoty pH v dasledku vzniku interakci. Samotny
roztok aminokyseliny ve vodé pak vykazoval niz§i hodnoty pH v dusledku vétsiho poctu
kladné nabitych Castic, tj. protonizovanych aminokyselin. Poté, co byla pfiddna HA k tomuto
roztoku, doslo ke vzniku interakci. To se projevilo zvySenim pH v diasledku sniZeni poctu
volné¢ kladn€ nabitych Castic v roztoku. Tento trend byl pozorovdn jak u systému HA
s protonizovanym lysinem v oblasti nizkych koncentraci, tak u systému HA s protonizovanou
6AKK v oblasti nizkych i vysokych koncentraci. Byly tedy potvrzeny vysledky nameérené
v rdmci bakaldiské prace Bc. Jana Zemana [18].

Interakce u systému HA s protonizovanym lysinem se v rdmci méteni vodivosti projevily
prudkym poklesem vodivosti roztoku HA s lysinem vzhledem k roztoku lysinu ve vodé.
Z tohoto prudkého poklesu lze také usuzovat, Ze interakce mezi HA a lysinem jsou pomérné
silné. V piipadé systému HA s protonizovanou 6AKK byl v oblasti nizkych koncentraci
pozorovan trend opacny. Nejdiive doslo ke zvySeni vodivosti roztoku HA s 6AKK vzhledem
k vodivosti roztoku 6AKK ve vod€, maxima bylo dosaZeno pfi koncentraci 1 mmol-dm™ ,
a poté k postupnému poklesu. Tento pokles byl sledovan i v oblasti vysokych koncentraci,
kde nésledné doslo k ustdleni na hodnoté 1,7. ZvySeni vodivosti roztoku HA s 6AKK
vzhledem k vodivosti roztoku 6AKK ve vode¢ je pravdépodobné projev HA, kterd vykazuje
podstatn€ vysSi hodnoty vodivosti neZ samotnd 6AKK. Interakce tedy byly vykazovany
v oblasti nizkych i vysokych koncentraci. To je zptsobeno nizsi zdsaditosti 6AKK
nez v piipad€ lysinu, kde byly interakce vykazovany pouze v oblasti nizkych koncentraci
[18]. 6AKK obsahuje pouze jednu aminoskupinu, proto na saturaci fetézce HA je potieba
priblizné dvojnasobné mnozstvi 6AKK nez v piipade lysinu. 6AKK byla také z divodu nizsi
zasaditosti protonizovdna HCI s niZ$i koncentraci. V pifipadé méfeni vodivosti byly potvrzeny
vysledky namétené v ramci bakalafské prace Bc. Jana Zemana [18].

Nejstézejn€jSim meérenim této prace bylo metfeni reometrické. Vznik interakci mezi HA
s protonizovanymi aminokyselinami se projevil snizenim viskozity. V pfipad¢ systému HA
s lysinem doSlo k prudkému poklesu relativni viskozity, coZ svéd¢i o vzniku pomérné silnych
interakci v porovnani se systémem HA s 6AKK, kde jsou interakce podstatné slabsi. Z tohoto
divodu lze usuzovat, Ze interakce s 6AKK probihaji jinym mechanismem neZ v piipadé
lysinu. U systému 6AKK byly prokdzdny interakce jak v oblasti nizkych, tak v oblasti
vysokych koncentraci, byl zde ale vykazovdn pozvolny pokles relativni viskozity. Tento
pozvolny pokles se pak v oblasti vysokych koncentraci 6AKK zacal zmirfiovat a lze
predpokladat, 7e u koncentraci nad 50 mmol-dm™ dochazi k vysyceni fetézce HA.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA hyaluronan, kyselina hyaluronova
6AKK 6-aminokapronovd kyselina
Lys Lysin

Da Dalton-jednotka molekulové hmotnosti (1 Da = 1,66:107" kg)
14 smykova rychlost

V. kritickd smykov4 rychlost
Mo limitni viskozita

Heo asymptotickd viskozita
CD44 receptor, na ktery se vdze kyselina hyaluronova
n dynamicka viskozita

r, R polomér

& relativni permitivita

€0 permitivita vakua

0 elektricky naboj

T Ludolfovo ¢islo

G vodivost

a aktivita

U napéti

I elektricky proud

c koncentrace
f aktivitni koeficient

E elektricky potencidl

A plocha

V rychlost

F sila

h vzdélenost

T te¢né napéti

M moment sily

) uhlova rychlost

o thel zkoseni

T termodynamicka teplota [K]
pK disociacni konstanta

K konduktivita

S plocha elektrod

l vzdélenost elektrod

Wrel relativni viskozita

Krell relativni vodivost 1

Krel2 relativni vodivost 2

PHel relativni pH

t teplota [°C]
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8. PRILOHY

Tabulka 8: Hodnoty limitnich a relativnich viskozit pro systém HA s pridavkem
protonizovaného lysinu v oblasti nizkych koncentraci pri 25 °C

CLys Ho Hrel
[mmol-dm’3 1 | [mPa-s] [mPa-s]

0,0 108,10 -
0,5 81,08 0,750
1,0 61,96 0,573
1,5 44,39 0,411
2,0 40,96 0,379
3,0 30,03 0,278
5,0 13,79 0,128
7,0 9,40 0,087
10,0 7,24 0,067

Tabulka 9: Hodnoty limitnich a relativnich viskozit pro systém HA s pridavkem protonizované
6AKK v oblasti nizkych a vysokych koncentraci pri 25 °C

C6AKK Ho Hrel
[mmol-dm'3 1 | [mPa-s] [mPa-s]
0,0 107,85 -
0,5 124,45 1,154
1,0 119,15 1,105
1,5 119,05 1,104
2,0 112,70 1,045
3,0 113,20 1,050
5,0 112,10 1,039
7,0 100,42 0,931
10,0 86,72 0,804
20,0 74,25 0,610
30,0 70,39 0,579
40,0 54,82 0,451
50,0 45,66 0,375

47



