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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na interakce hyaluronanu (HA) a hovéziho sérového albuminu
(BSA). Interakce byly studovany pomoci metody SEC-MALLS, kde byly stanovovany
molekulova hmotnost, gyracni a hydrodynamicky poloméry a vnitini viskozita ¢astic systému.
Dodate¢né byly interakce zkoumany pomoci méfeni DLS a zeta potencialu, kde byly
stanovovany hydrodynamicky prumér a velikost zeta potencialu Castic systému. Bylo
stanoveno, Ze k interakcim HA a BSA dochazi v jakémkoliv prostfedi ale s riznou U&innosti.
Bylo prokazano, ze velka iontova sila zmenSuje rozsah interakci HA s BSA, zvysuje
poloméry komplexu, jejich vnitini viskozitu a zeta potencial. Bylo také prokazano, ze
s rostouci koncentraci BSA se komplexy zmensuji ve svych polomérech, snizuje se taky
vnitfni viskozita komplexua.

ABSTACT

This work is focused on interactions of hyaluronan (HA) and bovine serum albumin (BSA).
These interactions were studied by SEC-MALLS method, where molar mass, root mean
square (rms) radii, hydronamic radius and intrinsic viscosity of particles of the system were
defined. Additionally, interactions were examined by measurement of DLS and zeta potential,
where hydrodynamic radius and a value of the zeta potential were defined. The interactions
were confirmed at any of the used media, but with different efficiency. Furthermore it was
found out, that the high ionic strength minimizes the range of the interactions, magnifies the
radii of the complexes, their intrinsic viscosity and zeta potential. It was proved that
complexes become smaller in their radii and viscosity with growing BSA concentraton.

KiCOVA SLOVA

Interakce, hyaluronan, albumin, SEC-MALLS, DLS, zeta potencial, molekulova hmotnost,
gyracni polomér, hydrodynamicky polomér, vnitini viskozita

KEY WORDS
Interactions, hyaluronan, albumin, SEC-MALLS, DLS, zeta potential, molar mass, root
mean square (rms) radii, hydrodynamic radii, intrinsic viscosity



SEREDA, A. Studium interakci hyaluronanu a albuminu metodou SEC-MALLS. Brno: Vysoké
uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2014. 54 s. Vedouci bakalarské prace Ing. Martin
Chytil, Ph.D..

PROHLASENI

Prohladuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné a Ze vSechny pouzité
literarni zdroje jsem spravné a uplné citovala. Bakalafska prace je z hlediska obsahu
majetkem Fakulty chemické VUT v Brné a muze byt vyuzita ke komerénim Gcellm jen se
souhlasem vedouciho bakalarské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANiI

Rada bych timto podékovala vedoucimu mé bakalarské prace Ing. Martinu Chytilovi,
Ph.D. za poskytnuté odborné rady, pomoc a trpélivost. Také bych chtéla podékovat Ing.
Michalu Kalinovi za spolupraci a odborné rady, které byly nezbytné pfi pochopeni
teoretickych mechanismd.



2.1. Hyaluronan
2.2. Albumin
2.3. Interakce molekul hyaluronanu a hovéziho sérového albuminu
2.4 . SEC
2.4.1. Teorie vyluCovaci chromatografie
2.4.2. Detektory
2.5. MALLS
2.6.DLS

3. EXperimentalni CASt.........vuoiii i

3.1. Materialy

3.2. Metody
3.2.1. Priprava vzorku
3.2.2. DLS méfeni vzorku

3.2.3. SEC-MALLS méreni vzorku

4. Vysledky a Diskuze K DLS.........oouuiiiii e

4.1. DLS sady nizkomolekulové HA v Milli-Q a 0,1M NaNO;
4.2. DLS sady vysokomolekulové HA v Milli-Q a 0,1M NaNO;

5. Vysledky a Diskuze k SEC-MALLS..........coooii
5.1. SEC-MALLS sady nizkomolekulové HA v Milli-Q a 0,1M NaNO;
5.2. SEC-MALLS sady vysokomolekulové HA v 0,1M roztoku NaNO;

5.3. Porovnani sad nizkomolekulové HA

5.4. Porovnani sad vysokomolekulové HA

7. Seznam pouZityCh ZKratek...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii

B REICIEINCE. ... e e e e e e



1. UVOD

Interakce hyaluronanu a albuminu je téma mnoha jak souc€asnych, tak i dfivéjSich
védeckych pfaci a vyzkumu. Je to diky vyjimecnym vlastnostem jak hyaluronové kyseliny,
tak i albuminu. Jsou zcela biokompatibilni a vyskytuji pfirozené v téle ¢lovéka. Hyaluronova
kyselina se nachazi nejvice v kloubech a o¢nim sklivci a také v extracelularnim matrixu. Je
signalni molekulou mnoha receptorl, a tim se stava dulezitou sou€asti mnoha vyznamnych
pochodu v organismu. Hyaluronova kyselina ma také vyjimec&né viskoelastické vlastnosti.
Albumin je vyznamny kvuli své schopnosti vazat razné latky, vcetné IéCiv. Interakce
hyaluronanu s albuminem by nam mohly poskytnout vyborny nosi¢ 1éCiv. To se stava
souCasnym cilem védeckych vyzkumu. Prozkoumat interakce hyaluronanu a albuminu
pomoci metody SEC-MALLS je cilem této prace. SEC-MALLS je moderni, vysokou¢inna a
velice pfesna chromatografickd metoda pro stanoveni takovych dullezitych parametrd
(bio)polymert jako molekulova hmotnost a gyraéni polomér. Dodate¢né v této praci budou
zkoumané interakce pomoci méfeni dynamického rozptylu svétla DLS. Jak SEC-MALLS tak i
DLS maji optickou metodu detekce. Vysledky by mély poskytnout informaci o vznikajicich
komplexech, jejich molekulové hmotnosti, gyracnim a hydrodynamickém poloméru a vnitini
viskozité. Z téchto udajl by se mélo posoudit, zda k interakcim dochazi a jaky je charakter
pFipadnych vznikajicich komplexd hyaluronové kyseliny a albuminu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Hyaluronan

Hyaluronova kyselina byla poprvé izolovana K.Mayerem v roce 1934 z ocCniho sklivce
hovéziho skotu. Je to polysacharid (mukopolysacharid) pfirozené se vyskytujici u obratlovcu.
Je to linearni polyaniont diky karboxylovym skupinam, skladajici se z opakujicich
disacharidovych jednotek. Kazda takova jednotka se sklada z N-acetyl-D-glukosaminu a D-
glukuronové kyseliny spojené (3-1,3-glykosidickou vazbou. Disacharidové jednotky jsou mezi
sebou spojeny B-1,4-glykosidickou vazbou. Jedna disacharidova jednotka ma hmotnost
kolem 400 Da a délku pfiblizné 1 nm. V jedné molekule hyaluronanu muze byt az 10 000
takovych jednotek (4 MDa, 10 um).
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Obrazek 1. Struktura kyseliny hyaluronové

Vodiky se nachazeji v axialni poloze a tvofi hydrofobni ¢asti molekuly. Objemné skupiny,
jako hydroxylové a karboxylové, jsou v ekvatoridlnich polohach a jsou hydrofilni. Za
stabilizaci molekuly odpovidaji vodikové mustky. Ve vodé jsou nahrazeny tzv. ,vodnymi
mustky“, kdy se do vodikovych vazeb zabuduji molekuly vody.

HO

Obrazek 3. "Vodné mistky" v molekule HA



Kvali vodikovym mustkim a amfifilni povaze (hydrofobni/hydrofilni ¢asti), se molekula HA
v roztoku staci do helixu, ktery se pak staci do nahodného klubka, coz je vysledna struktura
molekuly. Kyselina hyaluronova diky takové své struktufe a vysokému obsahu OH skupin je
vysoce hygroskopicka. Je schopna zachytit vodu az o 1000x vétSi celkové hmotnosti nez
samotna molekula [7].

Jeji hydroxylové skupiny maji hodnotu pK_ 6 =29 [2] a proto se za fyziologickych

podminek (pH 7,2-7,4) vyskytuje ve formé aniontu, jako sodna sl (hyaluronan sodny).

Nejvice je zastoupena v extracelularnim matrixu (ECM) bunék synovialni tekutiny,
pupecni Sndry a o€niho sklivce savcl. Ale také se nachazi v plicich, ledvinach, mozku a
svalech. Syntéza probiha na plasmatické membrané&, zucastni se ji enzymy syntazy, coz jsou
integralni membranové proteiny (HAS1, HAS23, HAS3) [3]. Jako substraty tyto enzymy
pouzivaji nukleotidové prekurzory UDP-glukuronovou kyselinu a UDP-N-acetylglukosamid.
Syntéza probiha od redukujiciho konce [4].

Primyslové se syntetizuje pomoci bakterii Streptococcus equi (nizkomolekulova HA), a
Streptococcus zooepidemicus (vysokomolekulova az 2 MDa). Izoluje se ale v menSi mife
taky z kohoutich hiebink(, pupec¢ni $nury a jinych mékkych tkani savcu.

HA je zcela biokompatibilni a nevyvolava negativni imunitni odpovéd jak samotna tak jeji
degradacni metabolity.

Degradaci HA zpUsobuji enzymy hyaluronidaza (hyaza), B-D-glukuronidaza a B-N-acetyl-
hexosaminidaza. Tyto enzymy jsou pfevazné intracelularni. Hyaza Stépi vysokomolekulovou
HA na oligosacharidovou HA, kdy B-D-glukuronidaza a 3-N-acetyl-hexosaminidaza degraduji
oligosacharidy [5]. Enzym hyaluronidaza a tim i schopnost $tépit fetézce hyaluronové
kyseliny byly taky objeveny u bakterie jako Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
et pneumonia a Clostridium perfringens.

Zivotnost HA v organismu je pomé&rné kratka (1-3 dn(), to se ale kompenzuje jejim
vysokym kolob&hem krevnim fecCistém a lymfatickym systémem. Z krve se odbourava v
jatrech a ¢astecné v ledvinach.

Je znamo, Ze v zavislosti na své molekulové hmotnosti HA muze vykonavat rizné
funkce [6]. Napriklad nizkomolekulova HA ma angiogenni schopnosti (tvofeni novych
kapilar) [7] ale zaroven vyvolava genovou expresi u makrofagl, coz vede k zanétlivym
procesim. Vysokomolekulova HA ma naopak protizanétlivé ucinky, kvali tomu ze vytvofi
visk6znéjsi prostredi, které zamezi pohybu makrofagt a leukocytd. Obecné Ize shrnout, ze
v normalnim neposSkozeném stavu bunky Ci tkané v jejich okolnim extracelularnim matrixu
obsahuji prevazné vysokomolekulovou HA, pfi poSkozeni se vSak §tépi na fragmenty
nizkomolekulové HA, které se vazou na urcité receptory bunééné membrany, vyvolavaji
imunitni odpovéd a vedou tak k zanétu [8]. Nizkomolekulova HA je také znama jako inhibitor
rakoviny [9].

Hyaluronan ma unikatni viskoelastické vlastnosti a chova se jako pseudoplasticka
kapalina, coz z ného déla idealni biologicky lubrikant. Za klidového stavu je vysoce viskozni
kapalinou, pfi tlaku a silovém plsobeni v8ak snizuje svou viskozitu (nenewtonovské
chovani). To je zpusobeno vzajemnym propletenim fetézcl vysokomolekulové HA, které pri
fyzickém namahani (napf. smykové rychlosti) rozplétaji, a tim se snizuje vysledna viskozita.
Nizkomolekulova HA o urcitém rozsahu molekulovych hmotnosti se v roztoku chova zcela
jako newtonovska kapalina, tj. nedochazi u ni k proplétani fetézcu.

Dulezitou funkci hyaluronanu v organismu je hydratace tkani a transport vody kvdli jeho
extrémni schopnosti ji vazat do své struktury.

DalSi funkci HA (nizkomolekulové) je regulacni, jelikoz je substratem pro spoustu
extracelularnich enzymu. Reguluje tak vazbu bunék mezi sebou, jejich migraci, diferenciaci,



proliferaci, mitézu a také bujeni rakovinné tkané a zanétlivé procesy [Chyba! Nenalezen
zdroj odkaz(.,Chyba! Nenalezen zdroj odkaz(l.]. Nepostradatelna je také pfi embryogenezi.

Neékteré z receptorll vazajici HA jsou: CD44, TSG6, GHAP, LYVE-1, RHAMM. Z nich jsou
dva, CD44 a RHAMM, nevyznamné pfi vyvoji rakoviny [10]. Tyto receptory maji extrémné
vysokou afinitu k HA.

Vyuziti kyseliny hyaluronové je dosti rozsahlé. Pouziva se napfiklad pfi injekci do
synovialni tekutiny kloubu, kvlli zvySeni viskoelasticity, pfi oCnich operaci, hojeni ran
(scaffoldy). V posledni dobé je také snahou védcl vytvofit z hyaluronanu prostfedek pro
cilenou distribuci léCiv.

2.2. Albumin

Albumin je nejvice zastoupeny protein v krevni plazmé savcu, jeho obsah se pohybuje
v rozmezi 52-60 % plazmy [22], a koncentrace C&ini 0,6 mM [271]. Jeho syntéza probiha
v parenchymalnich bunkach jater, a do krevniho fecisté se dostava ve formé
neglykosilovaného proteinu. Kvuli jeho pomérné vysoké koncentraci se podili na osmotickém
tlaku. Zivotnost albuminu v krvi je zhruba 36 dni [17].

Albumin je pomérné velka molekula o pfiblizné molekulové hmotnosti 66 kDa. Jeho
primarni struktura je fetézec obsahujici 585 aminokyselin (u albuminu lidského séra, 583 u
BovineSA), sekundarni a terciarni struktura je stabilizovana pomoci 17 disulfidickych mastka,
molekula obsahuje také volnou thiolovou SH skupinu, pomoci které je schopna tvofit dimery
s dalSimi molekulami albuminu. Jeji 3D terciarni struktura je globularni, ktera se sklada z 3
helikarnich domén. Kazda doména se sklada ze dvou subdomén, které pfestavuji 4 az 6
spojenych helixt [12,13]. a-helikalni struktura tvofi 67 % celé molekuly [15].

Obrazek 4. Struktura BSA (Bovine Serum Albumin)



Izoelektricky bod (pl) BSA (Bovin Serum Albumin) je 4,7. Naboj proteinu pfi fyziologickém
pH je zaporny a roven u HSA -18 a u BSA -15 [12,14,15]. Struktura proteinu je
pochopitelné zavisla na pH prostfedi [12,16]. Napfiklad pfi pH od 4,5 do 7 je globularni, pfi
4,0-4,5 je CasteCné rozbalena (nahodné klubko).

Obecné albumin obsahuje vysoky obsah Cysteinu a nizky obsah Tryptofanu. Albumin ze
séra hovéziho skotu se shoduje s albuminem lidské krevni plazmy z 76% [13]. Rozdil BSA je
hlavné v obsazeni 1 Tryptofanu navic [12].

BSA véaze nespecificky 3 kationty Ca®"prostfednictvim 3 vazeb v doméné | (ze 3). | kdyz
tato vazba je slaba, presto udrzuje 45% celkového obsahu vapniku vazaného v plazmé na
albuminu. S niz&i afinitou vaze albumin také ionty Mg®, a to rovnéz 45% z celkového
mnozstvi [18].

Albumin je multifunkéni protein s velkou kapacitou vazby ligandd. Je schopen vazat a
transportovat Sirokou fadu latek, jako rizné metabolity, ziviny, léky, biomakromolekuly,
mastné kyseliny, aminokyseliny, bilirubin a jiné. Vazba rdznych ligandd zpUsobuje zménu
konformaci proteinu, nejCastgji CasteCné rozbaleni, ztratu v obsahu helikarnich struktur a
tvorbu struktury nahodného klubka a v nékterych pfipadech i denaturaci.

Léky se vétSinou vazi bud pfres doménu IIA, nebo IlIA [19]. IIA doména zprostiedkuje
spiSe hydrofobni interakce, IlIA — bud hydrofobni, vodikové vazby, nebo elektrostatické
interakce [20]. Kdyz jsou interakce hydrofobni, dochazi ve vétsiné pfipadd k minimalnim
zménam v konformaci proteinu, pfi elektrostatickych interakcich dochazi ke zméné
konformaci.

2.3. Interakce molekul hyaluronanu a hovéziho sérového albuminu

Bylo prokazano, ze interakce mezi BSA a HA jsou hlavné elektrostatické povahy
[23,24,25]. V malé mife se také uplatriuji hydrofobni interakce a vodikové mustky.
Dusledkem interakci hyaluronanu s albuminem jsou agregaty. Vytvoreni agregatl je fizeno
poklesem Gibbsovy energie AG < 0. Jak vime, Gibbsova energie se sklada z entalpické a
entropické slozky AG = AH —TAS . Vodikové mistky a hydrofobni interakce pfispivaji k AH
(snizuji vazebnou energii), elektrostatické — k AS (uvolfiovani iontl s volnou entropii; vySsi
neuspofadanost). Pfi elektrostatické interakci dochazi hlavné ke zméné struktury molekuly,
pfipadné i k zabudovani molekuly vody do struktury makromolekuly a uvolnéni volnych iont(,
takze AH >0 a AS >0 , proces je endotermni. Pfi vedlejSich nekovalentnich interakcich
dochazi k uvolnéni vazebné entalpie AH <0 a vysSi uspofadanosti systému AS <0, proces
je exotermni. Jelikoz uvazujeme nejvice o elektrostatickych interakcich, je zména entropie
hnaci silou. Interakce se silné nabitymi polyelektrolyty jsou endotermni, se slab& nabitymi
jsou exotermni [24].

Prfi interakci vznikaji bud komplexy anebo koacervaty, a to urCuji takové faktory, jako
pomér koncentraci albuminu k hyaluronanu, iontova sila, pH, délka fetézce HA.

Existuji tfi druhy komplexu [23]:

1. Nerozpustné komplexy bez naboje.

2. Malo rozpustné s malym nabojem, které mohou sedimentovat pfi centrifugaci.

3. Extrémné rozpustné komplexy s velkym nabojem.

Prfi elektrostatické interakci albuminu a kyseliny hyalurovové interaguje zaporné nabita
karboxylova skupina HA a kladné nabité protonizované aminoskupiny BSA. Celkem tedy
reaguje urcité mnozstvi aminoskupin BSA s karboxylovymi skupinami jedné molekuly HA.

Bylo prokazano, Ze nerozpustné komplexy jsou s pfebytkem volného naboje do 5 %
(pFebytek naboje), malorozpustné s prebytkem do 10 % a extrémné rozpustné jsou
s pfebytkem naboje vice nez 30 % [26].
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Kdyz se jedna o strukturu komplexd v zavislosti na délce fetézce hyaluronanu, je
predpokladano, zZe:
e nékolik HA s moc kratkym fetézcem (do cca 2400 g/mol) interaguje s jednou
molekulou albuminu,
e HA o stfedni délce (15 kDa) se ovine kolem 1 molekuly BSA,
o do struktury klubka nativni vysokomolekulové HA se zabuduje nékolik molekul
albuminu [26]

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

Obrazek 5. Struktura komplex(i HA-BSA v zavislosti na délce fetézce

lontova sila ma nejvétsi vliv na elektrostatické interakce [27], které jsou nejvétsi pfi slabé
ale ne nulové iontové sile [28]. Soli nizkomolekularnich latek stini Fetézec hyaluronové
kyseliny pfed interakcemi s albuminem. Takze ¢im je iontova sila vétsi, tim mifh molekul BSA
bude navazano na molekulu HA, a tim mensi pocet karboxylovych skupin bude vazano na
albumin. lontova sila ovliviiuje také velikost a naboj vyslednych komplexd. Ve svém studiu
Lenormand a spol. [23] objevili, ze bez iontové sily jsou komplexy malé kompaktni,
s pfebytkem pozitivniho naboje (pochazi z albuminu). Pro iontovou silu 5-80 mmol.I" jsou
komplexy neutralizované a sedimentujici (velké koacervaty). S iontovou silou vétSi nez 80
mmol.I" jsou komplexy negativné nabité, a pfi 300 mmol.I"" — velké a také negativné nabité
(pochazi z nizkomolekularniho elektrolytu). Z toho mizeme odvodit, ze ¢im vétsi je iontova
sila, tim vétsi jsou komplexy a negativnéjSi naboj (kvuli stinéni Fetézce). Velikost naboje a
komplext je v neposledné fadé také ovliviiovana molekulovou hmotnosti neboli délkou
fetézce hyaluronové kyseliny a vlastnostmi pouzitého nizkomolekularniho elektrolytu.

Zasadni vliv na tvorbu komplexu mezi HA a BSA ma také pH. Je znamo, ze pfi niz§im pH
se dosahne lepSi protonizace aminoskupin proteinu. A ¢im Iépe je albumin protonizovan, tim
Iépe bude interagovat s karboxylovymi skupinami HA. Optimalni pH je kolem 4, s ohledem
na hodnoty izoelektrického bodu albuminu pl =5,2 [29] a disociatni konstanty
karboxylovych skupin hyalurovové kyseliny pK, 6 =29 [2]. Pfi vy88im pH nez 4 se zhorSi
protonizace albuminu, a tim interakce nebudou moc efektivni [25]. Grymonpre a spol.
studovali kombinaci iontové sily a pH [30], jejich objevem bylo, ze pfi zvySeni iontové sily je
potfeba niz8iho pH na protonizaci proteinu. Xu a spol. studovali vliv pH na rozpustnost
komplexd. Vysledkem bylo, ze pH, pfi kterém dochazelo k vysrazeni komplexd, zaviselo na
koncentraci pfidaného albuminu. Cim vy$$i ta koncentrace byla, tim vy$$i hodnota pH byla
potfebna pro vyvolani fazové separace [32].

Lenomard a spol. stanovili ve svém vyzkumu teoreticky a prakticky pomér poc¢tu molekul

[BS4] 0,628

BSA ku HA v komplexech ve fazi separace na hodnotu ¢ = [HA] —W—3,14. Vypocet
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byl proveden pro hyaluronovou kyselinu s molekulovou hmotnosti 0,9 MDa a pro BSA pfi
pH 4 s pfedpokladem molekulové hmotnosti 67 kDa [23].

Pomér ¢ ovliviiuje tvar a pochopitelné i ndboj komplexu. Pfi nizké koncentraci BSA a ¢
mensim, nez hodnota fazové separace jsou komplexy velké, kvali tomu, Ze “nahodné klubko”
HA se zacina interakcemi s molekulami BSA “rozplétat”, komplex nese zaporny naboj
(pfebytek volnych COO™ skupin). Pfi koncentraci BSA, odpovidajici poméru ¢ fazové
separace komplextit HA a BSA, nabyvaji komplexy neutralni naboj a nejsou nadale od sebe
odpuzovany, shlukuji se do agregatu a sedimentuji. Pfi koncentraci odpovidajici poméru ¢
vy8Simu, nez pfi fazové separaci, maji komplexy pfebytek kladného naboje (pFebytek
aminoskupin albuminu), jsou malé kvuli “smrsténi” fetézce HA nasyceného molekulami BSA.
Kontrakce vlakna probiha kvdli elektrostatickym odpuzovanim v struktufe komplexu, tim ze
se volné kladné naboje BSA rozmisti nejvyhodnéjSim zplsobem, a to tak, ze ,sbaleny
fetézec” HA zUstane uvnitf struktury a volné aminoskupiny budou na povrchu (Obrazek 6).
Oddaleni molekul BSA v dlsledku elektrostatického odpuzovani kladnych nabojl nenastane
kompletné kvdli existenci také zaporné nabitych skupin v molekule albuminu, které budou
CasteCné interagovat s volnymi aminoskupinami. V tomto odvozeni je predpokladana
vysokomolekulova HA [23].

neutral complexes

anionic-charged ‘. " cationic-charged
complexes (. %

self aggregation of the
complexes and precipitation

xn

complexes

180 nm
370 nm

Obrazek 6. Struktura komplexti HA-BSA v zavislosti na mnoZzstvi BSA

NaHA \h\mn. Phase scp urution Inter-polymer
complex

. . infraspoiymer
o® complex Preup)lauon
) . ®
BSA
Agpregation

Obrazek 7. Model vzniku komplext HA-BSA [32]
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Jako uzite€né vyuziti mechanismu elektrostatickych interakci protein-polyelektrolyt se také
pfedpoklada teorie stabilizace proteinu vuci vysokym teplotam, a to diky zvySenému
elektrostatickému odpuzovani komplex s polyelektrolytem oproti komplexdm cistého
proteinu [24].

2.4. SEC

SEC - size exclusion chromatography — je chromatograficka metoda zalozena na
rozdéleni ¢astic analytu podle jejich velikosti. Prvni separaci na zakladé velikosti uskutecnili
Wheton a Bauman [317]. Separaci biomakromolekul (proteint) provedli Lindqvist a Storgards,
kde jako naplh pro kolonu pouzili Skrob [33].

Bé&hem vyvoje této metody byly pouzivané ruzné stacionarni faze (naplné kolon —
kolonova chromatografie). RozliSujeme typy kolon na bazi dextranu, polyakrylamidu a
silikagelu, s kulicGkovou a monolitni naplni. Mezi kuliCkové napiné patfi dextrany zesiténé
epichlorhydrinem s obchodnim nazvem Sephadex, které vykazuji dobrou mechanickou
odolnost a minimalni interakci s proteiny [34]. Polyakrylamidové gely s komerénim nazvem
Bio-Gel [35] jsou také dost popularni. V sedmdesatych letech byl pérovity silikagel
predominantni kvali své mechanické odolnosti, nebobtnavosti a inertnosti vi¢i analytu
v Sirokém rozmezi podminek. Dale Lia a spol. pfipravili prvni monolitni kolonu z poly(ethylen
glykol methyl ether akrylat-ko-polyethylen glykol diakrilatu). Monolitni kolony vykazovaly
vyborné separacni schopnosti i pfes velké rozmezi molekulovych hmotnosti.

Mobilni féaze se pouziva bud vodni, a vtom pfipadé je to gelova filtraéni
chromatografie, nebo organicka, pro kterou se pouziva termin gelova permeacni
chromatografie.

Princip SEC spociva v tom, ze povrch stacionarni faze je bohaty na péry a rizné velké
vrypy. Tim padem stacionarni faze je soustava rtzné velkych kanalkd, kterymi prochazi
gastice analytu v mobilni fazi. Cim mensi je ¢astice, tim vétsim podtem kanalkt projde, a tim
se zadrzi po delSi dobu (reten¢ni Cas). Stfedné velké Castice projdou mensSim pocCtem
kanalku a tim padem se tam zdrzi méné, velké ¢astice projdou minimalnim poctem kanalkt a
porl stacionarni fazi a opusti kolonu jako prvni. Takhle se uskute¢ni rozdéleni analytu na
zakladé velikosti jeho castic (Stokesiv polomér), z &eho se da vypocitat distribuce
molekulovych hmotnosti a polomér (napfiklad pomoci kalibracni kfivky sestavenou podle
eluci makromolekul o znamych rozmérech). Tomuto efektu se také fika ,molekulové sito“.
[36]

Molekuly analytu se v SEC separuji vylozené podle hydrodynamického (Ry) poloméru,
ktery je dale mozné prevést pomoci kalibracni kfivky (relativni metoda) nebo spojenim
riznych detektorl (LS - light scattering, absolutni metoda) na molekulovou hmotnost.

Takoveé chovani analytu béhem separace je vSak idealni, Cemuz tak vzdy neni. Vice nebo
méné dochazi k nezadoucim interakcim analytu se stacionarni fazi, které vedou vétSinou
k jeho adsorpci na povrch a tim ke zkresleni retencnich €asu. Tyto interakce jsou ve vétsiné
pfipadl elektrostatické nebo hydrofobni povahy [37]. Pfi elektrostatickych interakcich se
stejné nabité Castice analytu a stacionarni faze odpuzuji a dochazi k omezeni vstupu analytu
adsorpce, coz se projevi delSim retenénim ¢asem. Obdobné pusobi hydrofobni interakce
(hydrofobni sité stacionarni fazi) — ¢astice se adsorbuje. lontové interakce také zpusobuiji
rozSiteni a asymetrii pikll a v neposledni fade i 3D konformaci biomakromolekul (narusuji
sekundarni, terciarni a vyssi struktury molekuly) [38].

Tyto nezadouci interakce je vS8ak mozné minimalizovat. Nejbé&znéjSi zplsob je zvyseni
iontové sily pfidavkem soli do mobilni faze [38]. Mechanismus je mozné vysvétlit stinénim
nabitych skupin stacionarni faze ionty soli. PFili§ vysoké koncentrace soli vSak zpuUsobuiji
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shlukovani Castic analytu a efekt vylouceni iontu [39]. Pfidavek organickych latek, jako
napriklad arginin, taky zabrafuje sekundarnim interakcim [40Chyba! Nenalezen zdroj
odkaz(.]. Dalsi metoda je zména pH mobilni faze, coz hlavné ovliviuje 3D konformaci
biomakromolekul a tim moznost interakci se stacionarni fazi [38].

Packing Matenal
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Obrazek 8. Struktura stacionarni faze a princip retence

2.4.1. Teorie vyluéovaci chromatografie

2.4.1.1. Termodynamika
Chromatografické procesy je mozné popsat zakladni termodynamickou rovnici:

AG’ =AH’ —TAS’ = RTInk (1)

Kde AG® je rozdil standardni volné energie, AH rozdil entalpie, AS® rozdil entropie, R je
plynova konstanta, 7' absolutni teplota, & rozdélovaci koeficient.

VétSina chromatografickych modelll separace je fizena hlavné zménou volné Gibbsové
energie kvili entalpii adsorpce. SEC je unikatni vtom, Ze je Ffizena hlavné entropickymi
procesy, a adsorpce se tam v idealnim pfipadé vibec neuplatiiuje, a proto AH’ =0 a
rovnice (1) se zjednodusi a upravi:

InK, =-AS"/R (2)

K, je termodynamicky retenéni faktor v SEC

AH" =0 (vyloudeni moznosti interakci analytu se stacionarni fazi v idealnim pripadé) a
proto teplota by neméla ovliviiovat retenci, ale uplatfiuje se nepfimo a v malé mife zménou
konformace molekuly, viskozity mobilni faze a difuze analytu.

Retencni faktor v SEC je mozné také definovat jako objem péru pfistupnych analytu:

K, = 3)

V. je retencni objem analytu, ¥, objem kolem &astic stacionarni faze (mezni), ¥, objem
uvnitf pora.

K, muze nabyvat hodnot od 0, kdy analyt je UpIné vyloucen z pora stacionarni faze, az
do 1, kdy analyt ma plny pfistup k poérim uvnitf stacionarni faze.
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Pfi sestaveni kalibracni kfivky (relativni metoda za pouziti standardu jako napfiklad
polystyren PS: sestavi se kalibracni kfivka proméfenim polystyrenovych makromolekul o
definované molekulové hmotnosti) do grafu se vynasi hodnota molekulové hmotnosti log M
oproti reten¢nimu objemu Vg. Vysledna zavislost je ve formé polynomu tfetiho stupné,
obsahujiciho linearni Usek. Tento usek potom pouzivame pro vypocCet M, (molekulové
hmotnosti) vzork(, ukazuje rozsah molekulovych hmotnosti, pro ktery je tato kolona
vhodna. Sklon kfivky, ktery vykazuje selektivitu kolony, je zavisly na velikosti péri kolony.
Komplikace pfi vypoctu a zkresleni tady vznikaji zaprvé kvuli sekundarnim interakcim analytu
se stacionarni fazi elektrostatické a hydrofobni povahy, a za druhé kvuli tomu, ZzZe
biomakromolekuly se liSi i ve tvaru (globularni, linearni atd.), a proto jejich zméreny Stokeslv
(hydrodynamicky) polomér, ktery je vzdy aproximovan na kouli, neodpovida presné
molekulové hmotnosti, protoZe se tvar molekuly, nékdy vice €i méng, liSi od tvaru koule.

Selektivita stacionarni faze je definovana rovnici:

logM =m-K, +b (4)

Cim je distribuce velikosti por(i stacionarni faze uzsi, tim mensi je sklon m, a tim je vétsi
selektivita pro rozliseni uzkého rozsahu molekulovych hmotnosti.

Podil objem0 roztokd uvnitf pord a kolem castic SP (stacionarni fazi) je definovan
konstantou k" [41]:

K=K, (5)

SIS

Kdyz rovnice (5) dosadime do rovnice (4), miZzeme se presveédcit, Ze selektivita kolony
muze byt zvySena zmensenim V, anebo zvétSenim V.. Toho muzeme dosahnout vétsi
hustotou umisténi €astic SP (stacionarni fazi) v koloné anebo pouzitim ¢&astic s vétSim
celkovym objemem poéru. Ale a i v tom existuji urcité limity. Objem mezi ¢asticemi stacionarni
fazi neni tak jednoduché zredukovat pod 35 % z celkového objemu. Diky vysokym tlakam,
musi pory vykazovat minimalni mechanickou odolnost (hlavné vici vysokym tlakim HPLC -
high performance liquid chromatography).

Existuji urcité optimalni podminky k provedeni analyzy pomoci SEC. Nékteré z nich jsou
dost dulezité pro spravnou analyzu vzorku. Koncentrace soli v mobilni fazi nesmi byt moc
vysoka, jinak se zvySuje riziko shlukovani molekul a tim dochazi i ke zvétSeni jejich
molekulové hmotnosti. Velky podil vody v mobilni fazi mize na druhou stranu zpuUsobit
kontaminaci bakteriemi, které jsou schopné rozkladat nékteré biomolekuly a jsou tézko
odstranitelné z kolony [42]. Objem nastfikovaného vzorku, na rozdil od jinych
chromatografickych metod, nema pfesahovat objem kolony. VétSinou ¢ini 5-10 % objemu
kolony [43]. Velké objemy nastfiku zpusobuji asymetrii a zvétSenou Sifku pikd. Rychlost
prutoku mobilni faze ma byt docela nizka, divod je jasny z Van Deemterovy rovnice:

H=ad, +me/u+cud;/Dm ~ad, +cud;/Dm

kde vySsi pritok odpovida zvySenému teoretickému patru, a tim i horSimu rozliSeni (délka
kolony je konstantni a kolona je rozdélena na riizny pocet teoretickych pater. Cim vice je
pater, tim lepSi je rozliSeni analyt() [44]. V HP-SEC (high performance) dochazi k disperzi
analytu, a tim se zeSifuji piky. ReSenim je zvétSeni vnitfniho praméru kolony, které
vyznamné potlaci disperzi. V HP-SEC systémech se pouziva obvykle kolony s primérem
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7,5 mm [45], u nizkodisperznich systému jako u UHPLC (ultra high performance liquid
chromatography) vystacime s primérem 4,6 mm. Rovnéz délka kolony ma byt dlouha,
optimalni separaci dosahneme s délkou 30 cm. Pro zlep3eni separace je mozné zapojit
nékolik kolon sériové (tandemové) za sebou [46], ale samozfejmé v tom pfipadé musime
pocCitat s delSim Casem analyzy. Velikost &astic stacionarni faze ma byt co nejmensi,
optimalni prdmér je 1-2 um [47].

2.4.2. Detektory

UV-detektor se pouziva hlavné u proteinu, které mohou absorbovat elektromagnetické
zareni v UV oblasti kvuli aromatickym aminokyselinam, je mozné ho regulovat pomoci vinové
délky zafeni. Pfi nizkych vinovych délkach A je zvySena senzitivita a je mozné tak detekovat
vzorky s niz8i koncentraci. Pfi vySSich vinovych délkach dostaneme vétsi linearni rozsah
[48].

Fluorescencni detektor je o hodné citlivéjSi a selektivnéjSi metoda, nezli UV, takze je
vhodna spi$ pro detekci urcitych analytl ve vzorku, a sice opét proteiny (kvuli absorpci).

NejvyznamnéjSim detektorem v SEC je detektor rozptylu svétla (LS - light scattering).
LALS — Low Angle Light Scattering — je metoda detekce, kde se pouziva jeden detektor
rozmistény pod uhlem blizkém 0°, a je mozné ho ménit v rozsahu 3° az 5°. RALS — Right
Angle Light Scattering — detektor je umistén v 90° k dopadajicimu svétlu. MALS detektor
vyuziva vétSiho poctu detektort, umisténych pod rlznymi Uhly. Je nejvice senzitivni pro
analyzu agregatd s vysokymi molekulovymi hmotnostmi. Pravé LS detektory mohou
eliminovat rGzna zkresleni molekulové hmotnosti, ktera jsou uréena jenom pomoci SEC
(vlivy interakci, tvaru atd.).

Hmotnosti spektrometrie se rovnéz pouziva, ale je nejvice problematicka, jelikoz
rozpusténé soli v mobilni fazi zplisobuji kontaminaci detektoru.

Viskozimetr je Casto spojen s refraktometrem. Z namérené viskozity a z ni odvozené
vnitfni viskozity, pomoci kalibracéni kfivky (univerzalni kalibrace) je mozné podle Mark-
Houwinkovy rovnice vypocitat molekulovou hmotnost polymeru:

[n]=k-Mm*

Kde [77] je vnitini viskozita, K je konstanta, M je molekulova hmotnost, a je konstanta
charakterizujici dvojici polymer-rozpoustédlo.

2.5. MALLS

Dal$i metodou detekce je MALLS — Multi Angle (Laser) Light Scattering. Pfi dopadu
primarniho paprsku svétla na ¢&astici dochazi k jeho rozptylu do riznych smérl, detektor
zaznamenava intenzitu tohoto rozptyleného svétla pod uréitym uhlem. P¥i statickém rozptylu
svétla, na ¢emz je zalozen MALLS detektor, se méfi Casovy primér intenzity. Svétlo jako
elektromagneticka vina se sklada ze dvou kmitajicich a navzajem kolmych poli: elektrického
a magnetického. Kdyz takova vina se narazi do Castici, kmitajici elektrické pole vyvolava
polarizaci ¢astice. Tak vznikne oscilujici indukovany dipdl, v jehoz okoli vznika periodické
elektrické pole o stejném kmitoCtu jako dopadajici svétlo. Tim se Castice stava zdrojem
rozptyleného svétla. Rayleighova rovnice pro rozptyl svétla molekulami zfedéného plynu
byla vyjadfena jako vztah [49]:

i,(0) 7o F(6)
1, A7

(6)
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i,(6) je intenzita svétla rozptyleného jednou &astici pod uhlem 6,
1, je celkova intenzita primarniho zafeni,

o, polarizovatelnost Castice (moment indukovaného dipolu),

6 rozptylovy uhel (uhel pozorovani),

£, permitivita vakua,

A vinova délka primarniho rozptyleného zareni (/p),
r vzdalenost detektoru.

Pfi pouziti vztahu pro polarizovatelnost a ve velmi zredéném prostredi (plynu) rovnice 6
se upravi na vztah:

i(0) 47:2-F(6),(8nj2.M.w 7)

I, N,A7 \low

kde 3—” je inkrement indexu lomu.
w

Ve ziedénych soustavach s Casticemi velikosti mensi nez A/20 plati rovnice (7), jen je
vynasobena na pravé strané ng (index lomu disperzniho prostfedi). Rozptylené svétlo je

velice zavislé na vinové délce, zmenSeni A dvakrat vyvolava zvySeni intenzity az 15 krat.
Vzdy bereme v uvahu elasticky rozptyl svétla, kde kmitoCet a vinova délka primarniho a
rozptyleného svétla je totozna.

Pro eliminaci geometrického uspofadani se zavadi Rayleightiv pomér:

R(O)=-L ®)

Kde F(8)=1 pfi vertikdind polarizovaném svétle, F(@)=cos’ @ pFi horizontalné
polarizovaném svétle a F(9)= (l+cos2 49)/2 pfi nepolarizovaném svétle. VétSinou se
v experimentu pouziva vertikalné polarizované svétlo, kde F(Q) =1.

Takto se naméfena intenzita prepocitava na jednotkovou vzdalenost od detektoru a uhel
6 =0°. U malych ¢astic Rayleighliv pomér na Uhlu pozorovani nezavisi, coz ale neplati pro
vétsi Castice.

Kdyby uvazovany systém byl dokonale homogenni, na kazdy objemovy element by se
nasel jiny objemovy element s intenzitou paprsku v opacné fazi, a tim by se rozptylené viny
vyruSily a nepozorovali bychom zadny rozptyl do stran. Ale Zadny systém neni dokonale
homogenni, fluktuace hustoty v kapalinach a hlavné fluktuace koncentrace v disperznich
soustavach zpulsobuji zménu polarizovatelnosti objemovych elementl systému. Vysledna
intenzita rozptyleného svétla je dana podilem vin, které se interferenci nerusi, a je zavisla na
okamzité hodnoté Jc .

Upravou rovnice (7) s vyjadfenim polarizovatelnosti pres fluktuaci koncentrace a virialni
rozvoj osmotického tlaku dostaneme Enstein-Debyelv vztah:

(9)

ow

i(0) 1 47% -nk-F(6)-w (oY
&

¢ NA-)»4-7’2-(]‘14+2-A2-W+...
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Pfitomnost druhého viralniho koeficientu znamenag, Ze intenzita rozptyleného svétla zavisi
také na termodynamickém chovani systému. To znamena, ze koncentracni fluktuace jsou
tim vyznamnéjsi, ¢im mensi lokalni zvySeni Gibbsové energie zplsobuji. Druhy virialni
koeficient charakterizuje Interakce i vzajemné plsobeni mezi ¢asticemi a rozpoustédlem.
Nabyva zapornych hodnot, kdyz prevladaji pfitazlivé sily mezi Casticemi, a tim castice
projevuji tendenci k shlukovani, potom intenzita rozptylu je vyssSi. Pfi kladnych hodnotach
Castice se odpuzuji, lokalni fluktuace jsou minimalni, intenzita je pak nizsi.

U céastic stiredni velikosti (vétSi nez A/20) uZz musime pocitat s interferenci svétla
vychazejiciho z jednotlivych bodu jedné Castice. Viny pfichazejici do detektoru zjedné
Castice nejsou ve stejné fazi a vysledna intenzita je nizsi. Zeslabeni je vSak zavislé na uhlu
pozorovani 6. Pfi @ = 0°intenzita se neméni, pfi & =180° je intenzita v nejvétSim zeslabeni.
Proto se zavadi rozptylovy faktor P(H), ktery charakterizuje interferenéni zeslabeni rozptylu

na vétSich ¢asticich:
P6)=—~ (10)

R(0) je Rayleightiv pomér
R(O) je Rayleighliv pomér v nepfitomnosti zeslabeni

2—>

Obrazek 9. Rozdil drahy paprski mezi jednotlivymi body

Na obrazku 9 vidime vektor spojnice bodti P1 a P2 r, symetralu Ghlu (180—8) - vinovy
(rozptylovy) vektor q. V daném obrazku uvazujeme symetricky pfipad, kdy sméry vektort q a
r jsou totozné. Drahovy rozdil je R, P, + P,Q, .

Fazovy rozdil potom :

Al r . 6
=2r— =47wr—sin— 11
O R R "
Velikost vinového vektoru:
dr . 6
=—-sin— 12
9= 5 (12)
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p=q-r (13)

V pfipadé, kdy spojnice bodl a rozptylovy vektor nemaji totozny smér (sviraji urcity
Uhel y) plati skalarni soucin téchto vektoru:

Q=q-r=q-r-cosy (14)

Déale pro vypocet rozptylového vektoru P(G) je potfeba vyjadfit rozdil fazi ve formé
goniometrické funkce, secist funkce vin pochazejicich ze vSech bodl ¢astice. Dostaneme tak
vyslednou vinu pfichazejici do detektoru. Vysledna intenzita svétla je pak umérna ctverci
amplitudy. Dostaneme tak intenzitu rozptyleného svétla Castici, ktera ma urcitou polohovou
orientaci vlc¢i vinovému vektoru, ktera neni stala vaci tepelnému rotaénimu pohybu, a proto
musime vypocitat prameér i pfes vSechny myslitelné orientace. P(G) predstavuje pomér takto

vypoctené intenzity k hodnoté i, (9) z Rayleighove rovnice (6)
Obecna rovnice pro rozptylovy faktor, kterou odvodil Debye je:

sin gr;

ZZ

j=1i=1

(15)

n je poc€et bodovych zdroja, kterym je nahrazena velka ¢astice,
1, je vzdalenost mezi i-tym a j-tym bodovym zdrojem.

. . - o . d
Po upravé rovnici (15) za pouziti viridlniho rozvoje pfi malém uhlu 6 nebo poméru Z a

také rovnic (11) a (13) dostaneme vztah pro rozptylovy faktor:
P(e):1—1q2s2+...:1——-—- —+.. (16)
3 2

s” je gyraéni polomér (stfedni kvadraticky polomér), ktery charakterizuje rozlozeni hmotnosti
v Castici, mbzeme vyjadfit pomoci vztahu:

s? = - (17)

Z téchto rovnic mizeme usoudit, Ze rozptylovy faktor klesa s rostouci velikosti (soucinem
[
.. - 2 . v , -2 . . - , o .
gr;), a jelikoz g~ je umfené sin 2 (vinovy vektor), P(H) klesa pfi narustu uhlu

pozorovani 8 od 0 do 180°, kde nabyva své minimum.
Pro experimentalni stanoveni intenzity rozptyleného svétla €¢asticemi menSimi nez
N20 byla odvozena Einstein-Debyeova rovnice:

K-w

1
=—+24, -w+.. 18
ARO) M T v (18)
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AR(6)= R(6)- R,(6) (19)

4 n(onY
K = ./’;f (B_Z/j (20)
A

Do konstanty K se zahrnuje index lomu Cistého rozpoustédla n,, vinova déelka primarniho
zareni A ainkrement indexu lomudn/dw.

K-w
AR(6)
pfimku, z useku které na ose y vypocCitame M a ze smérnice 4,. Gyra¢ni polomér pro malé

¢astice neni mozné vypoditat.
Pro ¢astice vétsi nez A/20 do predchozi rovnice musime zapocitat rozptylovy faktor P(H)

Vyneseme do grafu proti w a pfi extrapolaci na nulovou koncentraci dostaneme

K-w 1 24, -w
AR(O) M -P@6)" PO)

(21)

K-w 1 o
AR(G)_M-P(G) pfi w— 0 (22)

! i
P Ry Ky sin2 g,

Obrazek 10. Zimmuv diagram

Zimmuv diagram nam soucasné dovoluje zahrnout extrapolaci na € —-0° a w — 0. Na
K-w
AR(6)

. 20 . , . . o
sin’ E+ k'w, kde k' je libovolna konstanta. Po extrapolaci dostaneme dvé protinajici na ose

OsSu y se vynese a na osu x linearni kombinace nezavislych proménnych

1
poradnic ¢ary (v bodé H) S rovnicemi:

:—+2é-k'w pro 8 — 0° (23)
M
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AR(H)_H-F YA pro w—0 (24)

K-w 1 16x> s . ,86
—F S SIHE

Ze smérnice prvni rovnice vypocitame druhy virialni koeficient 4,, ze smérnice druhé

rovnice gyraéni polomér s.

Pfi MALLS se méfeni provadi pfi nékolika uhlech, a ziskana data se extrapoluji na
nulovou hodnotu Uhlu @ — 0° a sou€asné také na nulovou koncentraci w — 0. Spojenim
SEC chromatografii a MALLS detektoru mizZeme urcit hodnoty M , (poCetni primérna), M

(hmotnostni pramérna), M _(velikostni-prdmeér), gyraéni polomér s a druhy viriaini koeficient
A, . Pfi zapojeni viskozimetru ur¢ime i vnitfni viskozitu [n].

Teorii rozptylu svétla v podrobnéjSim vykladu je mozné najit v pouzitych zdrojich:
[49,50,51,55].

2.6. DLS

DLS neboli dynamicky rozptyl svétla, fotonova korelacni spektroskopie ¢i kvazielasticky
rozptyl svétla je zalozen jako MALLS také na rozptylu svétla Castici. Zasadni rozdil oproti
statickému rozptylu svétla je, Zze se méfi fluktuace intenzity rozptyleného svétla v Case,
namisto méfeni ¢asového praméru intenzity.

Obrazek 11 Zakladni usporadani DLS

V disperznim systému se uplatiiuje jako v kazdém jiném Browndv pohyb &astic. Castice
riznych velikosti se pohybuji s riznou rychlosti. Kdyz na takovou &astici dopada svételny
paprsek, bude vykazovat rozptyl jenom po dobu, kdy se bude nachazet v oblasti
dopadajiciho zareni. Jelikoz je Castic v systému hodné, dochazi k interferenci rozptylenych
paprski dopadajicich na detektor zrGznych c¢astic. V konkrétnim okamziku zaznamu
dostavame konkrétni interferenéni obrazek intenzity, ktery se s ¢asem méni (fadové 107 az
107%s), jelikoz rozptylujici astice se pohybuiji diky tepelnému pohybu &astic. V DLS se
porovnavaji tyto interferenéni zaznamy, jak moc mezi sebou koreluji. V ¢asovém intervalu
At = 0 je tato korelace rovna 1 (intenzita je stejna), se zvySujicim se ¢asovym intervalem At
se korelace snizuje az k nule, kdy interferencni obrazce jsou uplné odliSné. Snizeni korelace,
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kromé vétSiho Casového intervalu, je také dana zvétSujici se velikosti ¢astic. Timto korelace
urCuje jak velka je Castice a jak rychle se pohybuje v systému, pomoci difuzniho koeficientu
vypocitaného z Enstein — Stokesové rovnice:

= kB—'T (25)
6-7-n-R,

Kde £k, je Boltzmanova konstanta, 7 je absolutni teplota, 7 je dynamické viskozita

disperzniho prostiedi, R,, je hydrodynamicky polomér.

Tuto rovnici je mozné pouzit pouze pro Castice sférického (kulovitého) tvaru. Pokud tomu
tak neni, tak se Castice extrapoluje na kulovity tvar. Hydrodynamicky polomér R, je tak
polomér kulovité Castice i se solvatatnim obalem, ktera vykazuje stejny difuzni koeficient
jako méfena castice. Cim vétsi je Gastice, tim mensi difuzni koeficient ma a tim pomaleji se
pohybuje.

Distribuce velikosti ¢astic se vypocitava z autokorelaéni funkce (ACF):

GO (f) = %il(t[ (i, +7)=(1,)1(, + 7)) (26)

i=1

Kde index * oznaduje, Ze se jedna o intenzitu zafeni, ale ne intenzitu elektrického pole,
7 je Casovy interval mezi zaznamy.

L B L M L S L B L N L S R L B L B R L

201 7]

VM

Elapsed time

Intensity

auto-correlation function

wl 3yl s aanul 1o anul PR M
107 10® 10® 10* 10® 102 10" 1 10
Time (s)

Obrazek 12. Autokorelacni funkce

sl PIEETETT BRI ETETT BRI ETTTT BT TrIeT |

Jelikoz 7 se voli o hodné krats$i, nez ¢as fluktuace, muzeme psat:

lim(7(t, )1(z, + 7)) = (1" (1)) (27)

70

Pro hodné velké intervaly, kdy korelace je nulova:

lim(1(z,)1(z, + 7)) = (1(r))° (28)

T—o0
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Takze (I(t,)I(t, +7)) by méla klesat v rozmezi hodnot od <12(t)> do (1(r))’

Autokorelaéni funkce ACF je nezavisla na pocatecnim Casu, takze mizeme psat:
(1)1, + 7)) = (1(0)1(2)) (29)
Normalizovana ACF potom je:

o _ 10)())

g 1y (30)

Kterou mizeme napsat pres autokorela¢ni funkci ACF elektrického pole zafeni:
g? =1+0(g" (7)) (31)
Kde gV (r)= (EQ)E(E) (32)

o je instrumentalni konstanta, vystihujici poCet koherencnich ploch zachycenych
detektorem, musi se sméfovat k hodnoté 1 (C¢im vic koherencnich ploch je zachyceno, tim
vic se intenzity téch ploch prekryvaji, tim slabsi je signal).

Pro monodisperzni soustavy plati:

Kde ¢ je Bragglv vinovy neboli rozptylovy vektor:

A n @ (35)
A 2

q

Kde n, je index lomu disperzniho prostiedi, 4 je délka primarniho svétla ve vakuu, @ je

Uhel pozorovani (Obrazek 11).

Z rovnic (31),(33),(34),(35) muzeme vypocitat difuzni koeficient Dy, a z ného podle rovnice
(25) hydrodynamicky polomér Ry.

U heterodisperznich systému se provadi integraini vypocet:

¢(e)= [ Alr)-e "0z

0

Kde A(r) nese informaci o distribuci velikosti &astic.
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Obrazek 13. Distribuce velikosti ¢astic. Vystup z DLS

VétSina modernich pfistroja méfi pfi jednom fixnim uhlu, a s laserovym paprskem o
vinové délce 675 nm jako zdroj primarniho svétla. Pfi méfeni musi byt eliminovan nezadouci
jev nékolikanasobného rozptyleni paprsku, a proto se voli co nejmensi koherentni plocha
(idealni je rozptyl na 1 Castici bez interference), dostate¢né nizka koncentrace vzorku, co
nejmensi opticka draha, a také se musi zabranit dopadu primarniho paprsku na detektor
(90°). Co se tyCe pozadavku na vzorek, tak se musi zabranit kontaminaci ¢asticemi prachu,
které kvuli extrémni citlivosti pfistroje budou rusit signal, a proto se musi vzorek pfedem
prefiltrovat. Musi se pouzit také vhodna iontova sila a vhodna (konstantni a pfesné
definovana) teplota, jelikoz viskozita prostiedi a také tepelny pohyb &astic neboli difuzni
koeficient, jsou na ni extrémné zavislé).

Detektorem pro signal slouzi fotonasobi¢, ktery spole¢né s korelatorem, pfipadné
zeslabovacem C¢i zesilovatem paprskl prevadi svételnou intenzitu na elektrickou, ktera je
dale zpracovana pocitacem.
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Obrazek 14. Instrumentace DLS

Podrobnéjsi vyklad teorie je mozné najit v pouzitych referencich [52 - 58].

3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Materialy

Na pfipravu vzorku byl pouzit hyaluronan sodny dodavany spole¢nosti Contipro Biotech
s.r.o (Dolni Dobroug¢, Ceska Republika) v rozsahu molekulovych hmotnosti 90-130 kDa,
110-130 kDa a 130-150 kDa, a 1500-1750 kDa. VSechny pouzité vzorky hyaluronanu byly
oznaceny jako Technical Grade. Albumin hovéziho séra (BSA) byl dodan spole€nosti Sigma-
Aldrich ve formé lyofilizovaného prasku zbaveného esencialnich mastnych kyselin a
s Cistotou >98%. Z dalSich chemikalii byl pouZit dusi¢nan sodny (NaNOj) (Sigma-Aldrich),
Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich). Na pfipravu pufru byly pouzity kyselina citronova
monohydrat s obsahem 99,8% (PENTA) a hydrogenfosforecnan disodny dihydrat s obsahem
99,0% (PENTA). Pro kalibraci pH metru byly pouZité komeréné dodavané pufry o pH 2; 4,01;
7 (Mettler Toledo). VSechny vzorky a zasobni roztoky byly pfipravené v deionizované vodé
Milli-Q, pfipravené pomoci pfistroje Purelab Option ELGA.

3.2. Metody

3.2.1. Priprava vzorku

Nejdfiv byly pfipravené zasobni roztoky hyaluronanu sodného a hovéziho sérového
albuminu v Milli-Q vodé. Navazka Hyaluronanu byla nejprve ususena v susarné pfi 90°C po
dobu maximalné 30 minut. Pfesna mnozstvi hyaluronanu a albuminu byly za stalého michani
na magnetické michacce po davkach postupné stfidavé smichany s vodou. Takto pfipravené
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zasobni roztoky byly michany minimalné 24 hodin pfi laboratorni teploté. Z téchto zasobnich
roztok byly dale pfipraveny roztoky hyaluronanu a albuminu dle tabulky nize
(viz. Tabulka 1). Jedna sada obsahovala 8 vzorkl s konstantni koncentraci hyaluronanu a
proménnou koncentraci albuminu. Celkem bylo tak pfipraveno 12 fad vzorkd, které se liSily
prostfedim a molekulovou hmotnosti. Takto pfipravené vzorky byly michany na magnetické
michacce po dobu minimalné 12 hodin. Po této dobé byl teprve pfidan NaNQO,, tak aby jeho
vysledna koncentrace ve vzorku byla 0,1 M. Potom se vzorky jesté michaly pfiblizné 3 h.

Na neutralizaci sady vzork( pfipravenych v pufru o pH 4 na vysledny pH 7 byl pouzit
hydroxid sodny o koncentraci 1,5 M. Pfidavek do kazdého vzorku €inil pfiblizné 550 pl. Jesté
pred neutralizaci ze vzork( bylo odebrano zhruba 2 ml a zméreno na SEC-MALLS.

Pred neutralizaci poslednich dvou sad vzorkd byl pH-metr kalibrovan pomoci pufri o
znamych pH hodnotach (pH 2; 4,01 a 7). Neutralizace byla provadéna nasledujicim
zpusobem: byla nejdfiv zméfena hodnota pH vzorku a postupné se pfidaval hydroxid sodny
az po dosazeni pozadované hodnoty vzork( pH 7.

Pfiprava pufru o pH4 a 7 byla uskutecnéna v Milli-Q vodé. Nejprve byly pfipraveny
roztoky kyseliny citronové o koncentraci 0,05 M a hydrogenfosforenanu disodného o
koncentraci 0,1 M. Po kalibraci pH metru se zméfila pH hodnota roztoku kyseliny citronové
(hydrogenfosforeCnanu disodného), potom se =za neustaleného michani pfidaval
hydrogenfosforec¢nan disodny (kyselina citronova) az po dosazeni pozadované hodnoty pH
pufru. Potom se vysledny pufr pal hodiny michal pro ustaleni pH, a bylo provedeno kontrolni
méfeni pH hodnoty. V pfipadé pufru o pH 4 se hydrogenfosfore€nan disodny po davkach
pridaval ke kyseliné citronové. V pfipadé pH 7 to bylo opacné.

Podrobnégjsi slozeni vyslednych roztoku je popsano v tabulce nize (tabulka 1)

Dale v textu pro zjednodu$eni budou pouZzité zkratky:

e NMHya pro nizkomolekulovou hyaluronovou kyselinu

e VMHya pro vysokomolekulovou hyaluronovou kyselinou

Tabulka 1. Priprava roztoku

Sada | NM/VMHya | prostiedi | c(Hya) [g/L] | ¢(BSA) [g/L] | ¢(NaNO3) [mol/L] | Ve [ml]
1 Milli-Q 0 0 7
2 Milli-Q 0,1 7
3 Pufr pH 4 5 0,25 0 7
4 NMHya 5 e pH 4 0,1 7
5 Pufr pH 7 0,5 0,1 7
6 Pufr pH 4* 0,1 12
7 Milli-Q 1 0 7
8 Milli-Q 0,1 7
9 Pufr pH 4 2 0 7
10 VMHya | pyfr pH 4 1 0,1 7
11 Pufr pH 7 5 0,1 7
12 Pufr pH 4* 10 0,1 12

*Vzorky oznacené hvézdickou byly nasledné neutralizovany na vysledné pH 7
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3.2.2. DLS méreni vzorku

Méreni DLS bylo provedené pomoci pfistroje Malvern Zetasizer Nano ZS s pouzitim
plastovych jednorazovych kyvet na méfeni velikosti Castic a ponorné cely zetasizer
nanoseries Malvern pro méfeni zeta potencialu.

Méfeni pH pufrd a vzork(l bylo provedeno pomoci pfistroje SevenMulti Metler toledo
s pouzitim elektrody Mettler Toledo InLab Routine Pro pH 0-14.

Méreni velikosti vzorkd bylo provedeno pfi uhlu 173° a pfi teploté 25°C. Jako zdroj svétla
byl pouzit He-Ne laser o vinové délce 632,8 nm. Cas pro vytemperovani vzorkil byl nastaven
na 60 sekund. Nastaveni bylo provedeno pro material protein s refrakénim indexem RI 1,450
a absorpci A 0,001. Rozpoustédlo bylo nastaveno jako voda s viskozitou 0,8872 cP,
refrakénim indexem 1,330. Viskozita rozpoustédla byla pouzita jako viskozita vzorku. PocCet
mérfeni byl stanoven na 3, délka trvani jednoho méfeni byla vybrana jako automaticka.
Multiparametrova analyza byla vybrana pro analyzu agregacniho bodu a bylo také nastaveno
automatické vyhledavani optimalni pozice méfeni. Na méreni zeta potencialu bylo nastaveno
jedno méfeni, obsahujici v sobé od 10 do 100 opakovan. Detektor pfi méfeni zeta potencialu
byl umistén v pfimém sméru pod uhlem 17°.

Pfed méfenim dynamického rozptylu svétla byly vSechny vzorky jedné sady
vytemperovani na laboratorni teplotu, a dale pfefiltrovany pFes filtr o velikosti 0,45 ym do
plastovych kyvet o optické délce 1 cm. Po filiraci se vzorky nechaly stat cca 30 minut pro
ustaleni pfipadné struktury analytll. Po skonéeni DLS méreni v§ech osmi vzorkl jedné sady,
byl proméfen jejich zeta potencial. Potom bylo méfeni DLS a zeta potencialu jesté jednou
opakovano: nové vzorky se prefiltrovaly do novych kyvet pres filtr o stejné velikosti poru, a
druhé méreni bylo provedeno za stejnych podminek.

3.2.3. SEC-MALLS méreni vzorku

Méfeni SEC-MALLS bylo provedeno za pouziti SEC-MALS (GPC-MALS) systému.
Pouzité detektory jsou: MALS viceuhlovy detektor (17 uhlld) pro staticky rozptyl svétla,
18. detektor pod uhlem 90° pro dynamicky rozptyl svétla; VISKOSTAR detektor k ureni
viskozity; diferencni refraktometr slouzici pro stanoveni koncentraci. Pouzita mobilni faze
byla 0,1M roztok NaNOj. Inkrement indexu lomu byl zadan jako 0,165 pro Hya a smési Hya
a BSA a 0,185 pro Cisty BSA. Objem nastfiku byl definovan na 50 pL. Pratok byl pouzit
0,4 ml/min. Méfeni jednoho vzorku tak probihalo cca 85 minut. PouZita separacni kolona byla
PL aquagel-OH MIXED 8 um. Je to hydrogel na bazi pordzni silicy. Jako standard pro
molekulovou hmotnost byl pouzit analyticky standard pro GPC Dextran 410 kDa a 150 kDa.

Vzorky vzdy, jak i v pfipadé méfeni DLS, byly prefiltrovany pfes filtr 0,45 ym. Odbér byl
provadén automatickym davkovacem (autosampler).

4. VYSLEDKY A DISKUZE K DLS

4.1. DLS sady nizkomolekulové HA v Milli-Q a 0,1 M NaNO;

Vzhledem k pomérné velkému mnozstvi dat, bude uvedena do vysledku a vyhodnocena
pouze urcita ¢ast vysledka.

Pro vyhodnoceni byla vybrana sada nizkomolekulové HA, pfipravena ve vodé
s pridavkem NaNOs.

Je dulezité si uvédomit, ze pfi méfeni DLS byly velké odchylky u jednotlivych méfeni a to
u v8ech sad vzork(. Pravdépodobné to bylo zplsobeno vysokou polydisperzitou vzorkd,
nejvic to bylo vidét na kvalité korelaCnich kfivek. Proto nemlUzZeme povazovat vysledné
hodnoty méfeni a ani samotné méreni za presné. Treti pik je zanedbatelny vzhledem jinak
k jeho malému zastoupeni, za druhé kvili nepfitomnosti Zzadného trendu.
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Graf 1. Zavislost Z-praméru velikosti ¢astic na koncentraci pridaného BSA ve vzorcich Hya s
pfidavkem BSA o rtiznych koncentracich (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO3)

Z grafu 1 je vidét narust stfedni velikosti ¢astic v rozmezi koncentraci BSA 0-1 g/L, ktery
muze byt zplsoben tim, ze v tomto rozmezi dochazi k vytésnéni iontd dusi¢nanu sodného
molekulou BSA z molekuly HA. Probihd zde kompetitice (soutéZivost) o navazani resp.
vyménu nabitych BSA molekul se sodnymi ionty. Tim se HA stava vysoce nabita, a proto
expanduje. O tom, ze se naboj HA snizi, potvrzuji data zeta potencialu, ktery se snizi po
pfidavku BSA. Pfi koncentraci BSA 1 g/L €astice nabyvaji své maximailni velikosti 20,4 nm, v
roztoku je pravdépodobné pfi této koncentraci nejvice expandovanych Castic hyaluronové
kyseliny nebo komplexd, a je to pravdépodobné zpusobeno uréitym pomérem naboju a s tim
spojenym elektrostatickym odpuzovanim. Od koncentrace BSA 2 g/L a vySe jsou Castice
komplexl vyrazné mensi. Je pravdépodobné dosazeno urcitého poméru navazanych
molekul BSA k volnym karboxylovym skupinam u Hya, kdy plsobenim BSA se komplexy
zaCnou zmenSovat. Velikost ¢astic BSA Cini 9 nm. Podle rozdéleni dat na 2 piky je mozné
fict, Ze se Castice rozdéli do dvou populaci.
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Graf 2. Zavislost velikosti ¢astic a procenta plochy 1. piku na koncentraci pfidaného BSA ve
vzorcich Hya s pfidavkem BSA o riznych koncentracich (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNQ;)

V grafu 2 je vidét ze velikost menSich &astic klesa od 15,3 do 9,5nm. Toto je asi
zpusobeno tim, Ze nemaji moc nabitych a dostupnych pro BSA karboxylovych skupin na
svém povrchu, a tim pochopitelné i velké iontové stinéni, takZze mala koncentrace BSA je
postacujici jednak pro vyté&snéni existujici iontové sily, a také pro interakci se vSemi
dostupnymi skupinami, a tim dochazi ihned ke ,smrsténi“ ¢astic. Plocha 1. piku v procentech
klesa do koncentraci BSA 1 g/L z 83,6 % na 52 %, a to pravdépodobné kvuli pfechodu
nékteré Casti do druhé vétsi populace. Ale navzdory poklesu plochy piku 1, se stale jeho
plocha pohybuje nad 50 %, coZz svédC€i, Ze Castice malé velikosti jsou stalé nejvice
zastoupené. Potom, od koncentrace BSA 2 g/L, po prekro€eni limithiho poméru koncentraci
BSA k HA, se procenta plochy zacinaji zvySovat, pravdépodobné kvuli ,smrténi“ vétSich
Castic druhé populace a jejich pfechodu do prvni mensi. Pfi koncentraci BSA 10 g/L &ini
procenta plochy tak 75 %. Velikost Cistého BSA je 8 nm. Plocha v procentech 1. piku BSA je
82 %. Takze BSA v roztoku vzorkl pfevazuje ve formé& menSich ¢astic.
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Graf 3. Zavislost velikosti ¢astic a procenta plochy 2. piku na koncentraci pfidaného BSA ve
vzorcich Hya s pridavkem BSA o riznych koncentracich (NMHya v Milli-Q a 0,7 M NaNO;)

Na grafu 3 je vidét, Zze se velikost Castic druhé populace zvySi po pfidani BSA
o koncentraci 0,25 g/L z hodnoty 550 nm do 968 nm, pravdépodobné kvuli expanzi nabitych
Castic. PFi zvySovani koncentraci BSA do 2 g/L se velikost ¢astic zmenSuje, pravdépodobné
kvuli ,smrsténi“ komplexti molekulami BSA. Hodnota velikosti ¢astic pfi koncentraci BSA
5 g/L je nejspi§ odlehla. Procenta plochy 2. piku je podstatné nizsi, neZz u menSich Castic
prvni populace. ZvySuji se na hodnotu az 45 % pfi mensich koncentracich BSA (1 g/L), kde
pravdépodobné maji nejvétsi vyznam. Od koncentrace BSA 2g/L se vSak udrzuji pfiblizné na
hodnoté 25 %. Velikost Cistého BSA je 279 nm, coz svédCi o tom, Ze i BSA tvofi dvé
populace Castic, ale zifejmé az pfi vySSich koncentracich. Plocha 2. piku Cistého BSA je
pouze 18 %, coz svédCi o tom, Ze vétsi agregaty BSA jsou v roztoku pfitomné ale s vyrazné
men&im zastoupenim.
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Graf 4. Zavislost zeta potencialu na koncentraci BSA u rliznych sad vzorkt HA s pfidavkem
BSA o riznych koncentracich v odliSnych prostredich (NMHyA)

v v

potencial, kvuli zaporné nabitym karboxylovym skupinam a pravdépodobné i kvuli
nepritomnosti Zadné stinici iontové sily. Ostatni sady se v zeta potencialu mezi sebou skoro
neliSi a s rostouci koncentraci BSA se nepatrné snizuji. Skoro konstantni hodnota zeta
potencialu je pravdépodobné zplsobena vlivem rGzné velké iontové sily, ktera celkem
stabilné stini molekulu HA prfed molekulami BSA. Domnivam se, Ze iontova sila ma také vliv
Castice BSA pfipravené ve vodé (- 21 mV), nejvySSi je v pufru o pH 4 s pfidavkem NaNO;
(0,22 mV). Je to logické vzhledem k hodnoté pH roztoku 7 a izoelektrickému bodu BSA
kolem 5.
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4.2. DLS sady vysokomolekulové HA v Milli-Q a 0,1 M NaNO;
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Graf 5. Zavislost Z-praméru velikosti ¢astic na koncentraci pfidaného BSA ve vzorcich Hya s
pridavkem BSA o ruznych koncentracich (VMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO;)

Na grafu 5 je vidét ze stfedni velikost jenom klesa na rozdil od sady s nizkomolekulovou
HA. Pokles se zmirfiuje nad koncentraci BSA cca 2 g/L, kdy se velikost ¢astic pfilis neméni.
Pravdépodobné ma vysokomolekulova HA i s pfitomnosti stinicich iontll dost dostupnych
karboxylovych skupin pro BSA. Proto souCasné dochazi k vytésnéni stinicich iontd
molekulou BSA ze stinénych karboxylovych skupin HA a interakcim volnych COO" skupin
s dalSimi molekulami BSA. Navazané molekuly BSA se snazi dostat do co nejvyhodnéjsi
polohy, a to pomoci interakci s dalSimi navazanymi BSA, a tak pravdépodobné ,sbali*
fetézec HA do kompaktnéjSiho tvaru, Castice se tak zmenSuje. Interakce s dalSimi
molekulami BSA pfi vySSich koncentracich HA jesté vice ,smrstuji“. Stfedni velikost BSA je
10 nm.
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Graf 6. Zavislost velikosti ¢astic a procenta plochy 1. piku na koncentraci pfidaného BSA ve

vzorcich Hya s pfidavkem BSA o rtznych koncentracich (VMHya v Milli-Q s 0,1 M NaNQO;)

Na grafu 6 je vidét, ze velikost Castic 1. piku klesa, pfiCemz ihned pfi minimalni
koncentraci BSA 0,25 g/L prudce z hodnoty 17,8 na 11,2 nm. Potom je pokles pomaly z 11,2
do 9,3 nm. Podle rostouci plochy 1. piku s rostouci koncentraci BSA Ize Fict, ze Castice
1. populace prevazuiji pfi vysokych pomérech koncentraci BSA ku HA. Na rozdil od sady s
nizkomolekulovou HA je vidét, Ze zastoupeni populace mensich ¢astic je nizké na zaCatku a
roste s rostouci koncentraci BSA Velikost BSA je 8,5 nm. Procenta plochy 1. piku Cistého
BSA je 78,2 %.
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Graf 7. Zavislost velikosti ¢astic a procenta plochy 2. piku na koncentraci pfidaného BSA ve

vzorcich Hya s pfidavkem BSA o rtznych koncentracich (VMHya v Milli-Q a 0,17 M NaNQO3)
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V grafu 7 je vidét, Zze velikost ¢astic 2. piku se zvySuje do koncentrace BSA 5 g/L a to od
733 nm az do 2262 nm. NarUst velikosti ¢astic 2. piku je pravdépodobné zpusoben agregaci
komplext kvali snizeni jejich celkového povrchového naboje s rostouci koncentraci BSA.
Mohlo by se také jednat o podobnou situaci, jaka byla probrana u c&astic 2. piku
nizkomolekulové HA. Pfi koncentraci BSA 10 g/L se velikost snizi na hodnotu 1181 nm, a to
nejspi§ kvali konformaéni zméné fetézce molekuly Hya, ktery se pravdépodobné sbali.
Molekula HA pravdépodobné v tomto bodé ma minimum volnych karboxylovych skupin.
Procenta plochy 2. piku vykazuji staly pokles v rozmezi hodnot od 40 % pfi Cisté HA do
11,2 % pfi koncentraci BSA 10 g/L. Takze zastoupeni €astic 2. populace vétSich Castic na
rozdil od sady NMHya jen klesa. Velikost Cistého BSA je 361 nm. Plocha piku BSA je 27 %.
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Graf 8. Zavislost zeta potencialu na koncentraci BSA u riiznych sad vzorku HA s pfidavkem
BSA o ruznych koncentracich v odliSnych prostfedich (VMHya)

Z grafu 8 je vidét, Ze nejnizSi zeta potencial ma sada pfipravena jenom v Cisté vodé, a to z
pochopitelnych dlvodd, nestini zaporné nabité skupiny HA Zzadné protiionty. Na rozdil od
sady s nizkomolekulovou HA ma celkem pravidelny pribéh a zvySuje se s rostouci
koncentraci BSA, coz by znamenalo, ze po navazani BSA se snizuje celkovy povrchovy
rozdil od sady NMHya potvrzuje pfitomnost nestinénych karboxylovych skupin HA, jejichz
pocet se ale evidentné sniZuje po pfidani BSA.

Ostatni sady s rizné velkou iontovou silou se li§i v zeta potencialu jen nepatrné a s
rostouci koncentraci BSA se jeho hodnota v ramci jednotlivych sad skoro neméni. Je to
pravdépodobné zplUsobeno tim, Ze pfidané protiionty stabilizuji konformaci HA v prostfedich
s rGznou iontovou silou. Pomérné vysoké hodnoty zeta potencidll ve srovnani se sadou
v Cisté vodé pravdépodobné maji divod v rizné velké iontové sile, ktera odstini naboj
molekuly Hya.

-9,3mV . Nejvyssi zeta potencial ma cisty BSA pfipraveny v pufru o pH 4 s pfidavkem
NaNOg3, jehoz hodnota je —2,2 mV .
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5. VYSLEDKY A DISKUZE K SEC-MALLS

5.1. SEC-MALLS sady nizkomolekulové HA v Milli-Q a 0,1 M NaNO;

Vzhledem k pomérné velkému mnozstvi dat, pro vyhodnoceni byla vybrana sada NMHyA,
pfipravena v 0,1 M roztoku NaNOs.

Dale je uveden ukazkovy chromatogram vzorkd (Graf 9). Druhy pik ve vétS§iné méfeni byl
povazovan za bezvyznamny. VyznamnéjSi 2. pik mély jediné vzorky s vy$Si koncentraci BSA
5-10 g/L, coz je vidét z chromatogramu. Druhy pik u téchto koncentraci pravdépodobné
pfedstavuje z vétSi Casti vyluCovany BSA, ktery se nezucastnil interakci s Hya.

Molar Mass vs. tme
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Graf 9. Chromatogram. Zavislost M,, na retenénim ¢ase s vlivem koncentrace BSA u vzorku
Hya s pridanym BSA o ruznych koncentracich (NMHya v Milli-Q a 0,17 M NaNO;)

Vysledky z vystupu ukazuji pfitomnost u nékterych sad vice pikd. Do vyhodnoceni byl
zahrnut vzdy pouze prvni nejvyznamnéjsi pik. Vyznamnost byla posouzena z vySky a Sifky
piku poskytovanych z LS (light scattering) signalu. Z daného chromatogramu je vidét, ze
Castice vystupuji z kolony mezi 15-20 minutou. NejvysSi koncentracni signal ma Cisty BSA,
ktery ma také nejuzsi pik. Dale vySka koncentracniho signalu klesa s poklesem koncentraci
BSA ve vzorcich.

Obecné molekulova hmotnost klesa podél jednotlivych pikd, jak Ize vidét v grafu 10.
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Graf 10. M,,, [n] komplexd v zavislosti na koncentraci BSA u vzorki Hya s pfidanym BSA o
rtiznych koncentracich (NMHya v Milli-Q a 0,7 M NaNO;)

Z grafu 10 je vidét, ze do koncentrace BSA cca 1 g/L roste M,, od hodnoty 101,3 do
113,5 kDa. Pfi vysSich koncentracich BSA molekulova hmotnost klesa az do hodnoty
74,7 kDa. Snizeni molekulové hmotnosti komplext s rostouci koncentraci BSA muze byt
zpUsobeno nastavenim inkrementl indexu lomu, ktery se zadava v nastaveni pfistroje jako
konstantni. V nadem pfipadé byl zvolen inkrement indexu lomu bud pro Cistou HA, nebo Cisty
BSA. Jelikoz u komplext dochazi k interakcim, méni se jejich celkovy inkrement indexu
lomu. Z rovnice (21) je mozné odvodit nepfimou zavislost inkrementu indexu lomu na
molekulové hmotnosti. Takze Cim vétSi je inkrement, tim menSi je molekulova hmotnost.
Stejnym zplsobem se na tom muze podilet i koncentrace, kterou se nasobi konstanta na
levé strané rovnice obsahujici inkrement. Ta se zadava také jako konstantni. Takze snizeni
molekulové hmotnosti u €astic sady nizkomolekulové HA ve vodé s pfidavkem NaNO;
nejspi§ znamena zvyseni inkrementu indexu lomu. Je to zcela logické, jelikoz i zadavany
inkrement indexu lomu BSA v hodnoté 0,185 je vétSi nez inkrement HA 0,165. Vnitfni
viskozita vykazuje konstantni pokles v rozmezi hodnot od 300 do 88,8 mL/g, coz svédcCi o
tom, Ze k interakcim dochazi, a vysledné komplexy se stavaji kompaktnéjsi s rostouci
koncentraci BSA. Molekulova hmotnost Cistého BSA je 69,7 kDa a je odpovidajici jeho
teoretické molekulové hmotnosti. Ve druhém piku molekulova hmotnost BSA je extrémné
vysoka (1300 kDa), coz mohlo byt pravdépodobné zplsobeno necistotami. Vnitini viskozita
BSA je 3,117 mL/g, coz je o hodné nizSi hodnota, nez u komplexi HA-BSA.
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Graf 11. R, a RyQ komplexu v zavislosti na koncentraci BSA u vzork( Hya s pfidanym BSA
o rtznych koncentracich (NMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO;)

Na grafu 11 je vidét, ze gyracni polomér R,, se skoro néméni v rozmezi koncentraci BSA
0 az 2 g/L, a je v hodnoté cca 30 nm. SniZuje se teprve od koncentrace BSA 5 g/L az do
hodnoty 16,7 nm pfi koncentraci BSA 10 g/L. Z rovnice 24 je vidét, ze gyracni polomér je
pfimo umérny konstanté na levé strané rovnice. Takze by zména inkrementu indexu lomu v
konstanté méla ovlivnit i gyracni polomér. Snizeni gyracniho polomé&ru a vnitfni viskozity
(viz. Graf 10) ¢astic nejspis znamena, ze dochazi k interakcim mezi molekulami HA a BSA a
tim ke ,smrsténi“ vznikajicich komplexu.

Hydrodynamicky polomér ma stejny prabéh jak gyracni polomér, ale je mensi nez gyracni,
coz z hlediska teorie roztok( polymeru je zcela logické (viz. rovnice 36):

1

R, =0,68(s7)? (36)

Castice nejsou kompaktni, ale docela rozsahlé v rozloZeni své hmotnosti. S rostouci
koncentraci BSA oba dva poloméry klesaji z dlivodu vzniku kompaktnéjsich komplext HA a
BSA.

Gyraéni polomér Cistého BSA je nulovy, hydrodynamicky polomér ma hodnotu 4 nm a je
vétsi, nez gyracni. To by mohlo znamenat, Ze jsou to kompaktni ¢astice, nejpravdépodobné;ji
ve tvaru koule se silnym solvataénim obalem
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5.2. SEC-MALLS sady vysokomolekulové HA v 0,1 M roztoku NaNO;
K vyhodnoceni byla vybrana kromé sady NMHya také sada VMHya v 0,1 M roztoku
NaNQ;. Dale je uveden ukazkovy chromatogram.

Molar Mass vs. tme
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Graf 12. Chromatogram. Zavislost molekulové hmotnosti na retencnim ¢ase s vilivem
koncentrace BSA u vzorkt Hya s pridanym BSA o rtznych koncentracich (VMHya v Milli-Q a
0,17 M NaNQO;)

Z chromatogramu 12 je vidét hlavni rozdil mezi vysokomolekulovou a nizkomolekulovou
Hya. Zacina se vyluCovat z kolony o néco dfive mezi 12-20 minutami. Je vidét pokles
sledovanych hodnot (molekulové hmotnosti, vnitini viskozity, gyracniho a hydrodynamického
poloméru) v ramci jednotlivych piku. Jednotlivé piky jsou také vice od sebe oddélené, nez u
nizkomolekulové HA. Je také vidét, Ze se s rostouci koncentraci BSA piky rozsifuji, coz
pravdépodobné svédci o tvorbé komplextl s rozsahlou distribuci velikosti ¢astic. Podle
chromatogramu Ize usoudit, ze u VMHya doSlo k vyraznéjSimu rozdéleni Castic do dvou
populaci, nez u NMHya. Pravdépodobné se ve druhém piku vyluCoval jednak volny BSA,
ktery se nezucastnil interakci, a také nejmensi komplexy.
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Graf 13 Zavislost M,, a [n] na koncentraci BSA u vzork( Hya s pfidanym BSA o rdznych
koncentracich (VMHya v Milli-Q a 0,1 M NaNO)

V grafu 13 je vidét staly pokles M,, od 1107,6 kDa u Cisté HA do 673,6 kDa pfi koncentraci
BSA 10g/L. Pokles je vyraznéjSi a celkova hodnota je pochopitelné vysSi, nez u
nizkomolekulové HA. Pokles molekulové hmotnosti komplexu s rostouci koncentraci BSA ma
pravdépodobné stejny dlvod, jak i u nizkomolekulové HA (rostouci inkrement indexu lomu).
Vnitfni viskozita klesa od 1565 mL/g pfi Cisté HA do 642 mL/g pfi koncentraci BSA 10 g/L, je
o hodné vétsi, nez u sady nizkomolekulové HA. Vnitini viskozita komplexd klesa z davodu
tvorby kompaktnéjSich ¢astic. Molekulova hmotnost BSA je 98 kDa, coz je pravdépodobné
chybna hodnota vzhledem k teoretické hodnoté 67 kDa. Namérena vnitini viskozita Cistého
BSA byla 3,2 mL/g.
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Graf 14. Zavislost R,, a Ry(Q) na koncentraci BSA u vzorkl Hya s pridanym BSA o ruznych
koncentracich (VMHyA v Milli-Q a 0,1 M NaNO)

Na grafu 14 je vidét, Ze gyracni polomér strmé klesa od 124 nm u ¢&isté HA do 67,3 nm pfi
koncentraci BSA 2 g/L. P¥i vy$Sich koncentracich klesa jen nepatrné, pfi koncentraci BSA
10 g/L je 53,6 nm. Gyracni polomér komplext se zmens$uje z divodu tvorby kompaktnéjSich
¢astic, stejné jak u sady s nizkomolekulovou HA, ale ma z pochopitelnych divodl celkové
vétsi hodnoty.

Ve srovnani s nizkomolekulovou HA gyracni a hydrodynamicky polomér sady VMHya jsou
vétsi. Je také vidét, Ze gyracni polomér je vétsi, neZz hydrodynamicky, coz je v souladu s
teorii roztokd polymerll, a znamena to, ze jsou to ¢astice s velkym rozlozenim hmotnosti.
Gyracni polomér BSA v hodnoté 12,6 nm je vétSi, nez hydrodynamicky polomér 5,7 nm.
Tento rozdil od sady s NMHya (spolu s chybnou hodnotou molekulové hmotnosti 98 kDa) byl
pravdépodobné zplsoben chybou béhem pfipravy roztoku nebo pfi samotném mérfeni.

5.3. Porovnani sad nizkomolekulové HA

Castice komplexti HA-BSA se v riznych prostfedich projevuji nepravidelnym priib&hem
molekulové hmotnosti, gyracniho a hydrodynamického poloméru v rozmezi koncentraci BSA
0 az cca 2 g/L, je to pravdépodobné zplsobeno riznymi typy a velikosti iontovych sil a jejich
ovlivnéni schopnosti BSA interagovat s HA.
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Graf 15. Zavislost Mw na koncentraci BSA u vzorkii Hya s pridanym BSA o ruznych
koncentracich (rizna prostredi, NMHya)

Na grafu 15 je vidét, ze v kazdém prostfedi molekulova hmotnost klesa s rostouci
koncentraci BSA. Sady se nejvice li§i mezi sebou a také maji nepravidelny pribéh v rozmezi
koncentraci BSA 0-2 g/L. NejvétSi molekulovou hmotnost ma sada pfipravena v pufru o pH 4
pfidavkem NaNO; pravdépodobné kvali nejvy$si hodnoté inkrementu indexu lomu, ktera by
mohla byt zplsobena vysokou nabojovou hustotou. Rozdil v tomto pfipadé od sad
pfipravenych v Cisté vodé, kde pH je taky neutralni, je pravdépodobné zplsoben vétSim
stinénim ionty molekul HA v pufru o pH 7. Pokles molekulové hmotnosti sady v Milli-Q vodé
je nejvic pravidelny, to pravdépodobné Ize vysvétlit nepfitomnosti zadné iontové sily.
Nelinearity u ostatnich sad jsou vice nebo méné spojené s procesem vytésnovani stinicich
iontd z molekuly HA molekulami BSA, coz se vétSinou odehrava v rozmezi koncentraci BSA
0 az cca 2 g/L. BSA u vSech sad vykazuje zhruba stejnou molekulovou hmotnost, ktera
odpovida teoretické hodnoté.
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Graf 16. Zavislost R, na koncentraci BSA u vzork(i Hya s pfidanym BSA o rdznych
koncentracich (rizna prostredi, NMHya)

Na grafu 16 je vidét, Ze v kazdém prostfedi gyraéni polomér klesa s rostouci koncentraci
BSA. Nejvétsi rozsah gyracniho poloméru ma sada pfipravena v pufru o pH 7 s pfidavkem
NaNQ;, coz je pravdépodobné spojené s velkym nabojem karboxylovych skupin HA, které se
elektrostaticky odpuzuji. Pfi nizkych koncentracich BSA proto pfeviadaji expandované
fetézce HA, pfi vysokych koncentracich BSA se komplexy ,smrsti“ kvdli interakcim a iontové
sile. Nejmensi gyrac¢ni polomér ma sada pfipravena v Cisté vodé, a to pravdépodobné z
ddvodu nepfitomnosti zadné iontové sily. Jediny nenulovy R, ma Cisty BSA pfipraveny v
pufru o pH 7 s pfidavkem NaNO;, a to pravdépodobné z dlivodu zmény konformaci molekuly
BSA pfi tomto pH a iontové sile. V ostatnich sadach ma BSA nulovy gyra¢ni polomér, coz
svédci o tom, Ze v jinych prostfedich molekula BSA je velice kompaktni.
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Graf 17. RyQ v zavislosti na koncentraci BSA u vzorki Hya s pfidanym BSA o ridznych
koncentracich (rizna prostredi, NMHya)

Z grafu 17 je vidét, Ze v kazdém prostiedi hydrodynamicky polomér klesa s rostouci
koncentraci BSA. Hydrodynamicky polomér u v3ech sad je mensi, nez gyra¢ni polomér, coz
svédCi o tom, ze Castice vSech sad jsou rozsahlého tvaru. Nejvétsi rozsah
hydrodynamického poloméru ma sada pfipravena v pufru o pH 7 s pfidavkem NaNQO;, to by
vysvétloval vysoky naboj vice disociované HA, tak jako i u gyracniho poloméru. Nejmensi je
v Cisté vodé, coz je pochopitelné z divodu nepfitomnosti zadné iontové sily.
Hydrodynamicky polomér Cistého BSA je zhruba stejny u v8ech sad. Kromé sady v pufru o
pH 7, je také vetSi, nez gyracni. To svédCi o tom, ze BSA molekula je kompaktni a vysoce
solvatovana. U sady v pufru o pH 7 Cisty BSA ma hydrodynamicky polomér mensi, nez
gyracni, coz by mohlo byt zptsobeno narusenim struktury BSA pfi tomto pH a iontoveé sile.
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Graf 18. Zavislost vnitini viskozity [n] na koncentraci BSA u vzorki Hya s pridanym BSA o
rtznych koncentracich (rizna prostredi, NMHya)

Z grafu 18 je vidét, ze v kazdém prostiedi vnitini viskozita klesa s rostouci koncentraci
BSA. Nejvétsi vnitini viskozitu ma sada pfipravena v pufru o pH 4 s pfidavkem NaNO3, a to
pravdépodobné kvuli tomu, ze ma nejvétsi Castice (i presto, ze by pfi tomto pH mélo
dochazet k nejvyraznéjSim interakcim). Pravdépodobné se na tom podili dostateéné velka
iontova sila pufru. Pfi vySSich koncentracich BSA je nejmensi v pufru o pH 7 s pfidavkem
NaNQ,, coz pravdépodobné potvrzuje kompaktnost ¢astic pfi vysSich koncentracich BSA v
tomto prostfedi. Pfidavek NaNO; ve vodé vyvolava zvySeni iontové sily a tim stinéni HA
fetézce a zvétSeni ¢astic komplexu, coz zplsobuje i 0 néco vetsi viskozitu sady ve vodé s
pridavkem NaNO; oproti sadé jen ve vodé. Molekuly &istého BSA maji nizkou vnitfni
viskozitu ve vSech prostfedich. Dohromady s pfedchozimi odvozenimi Ize fict, Ze BSA jsou
velmi kompaktni ¢astice nesouci velky solvatacni obal.

U nékterych vzorkd chybél signal z viskozitniho detektoru, a proto jejich data nebyly
zafazeny do grafu 18 a do vyhodnoceni. (u sady v pufru o pH4 s0,1 M NaNO; pfi
koncentraci BSA 0,25 g/L, a u sady v Milli-Q vodé pfi koncentraci BSA 2 g/L)
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5.4. Porovnani sad vysokomolekulové HA
Druhy pik byl vétSinou vyznamny pouze pfi vétSich koncentraci BSA a to ve vSech
prostfedich, pravdépodobné to byl z vétsi Casti volné vylouceny BSA.
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Graf 19. Zavislost M, na koncentraci BSA u vzorkti Hya s pridanym BSA o rdznych
koncentracich (rizna prostredi, VMHya)

Na grafu 19 je vidét, Ze prubéh zavislosti molekulové hmotnosti na koncentraci BSA je
vice pravidelny u sad vysokomolekulové HA, nez u sad nizkomolekulové HA. Divodem tomu
muze byt mensi stinéni karboxylovych skupin HA iontovou silou, ¢im se v mensi mife uplatni
vytésniovani iontd molekulami BSA, a tim by mélo dojit k vyrazn&jSim interakcim HA s BSA.
Kvali pfitomnosti volnych karboxylovych skupin HA i za pfitomnosti iontové sily,
pravdépodobné dochazi sou€asné k navazani nékterych molekul BSA a vytésnovani Casti
stinicich iontd. Tyto protichudné déje pravdépodobné plsobi kompenzacné. Nejvétsi
molekulovou hmotnost ma sada pfipravena v pufru o pH7 s pfidavkem NaNOj, u
spojeno s nizS§im inkrementem indexu lomu a menSim nabojem komplexd. MenSi naboj
komplexh muze byt vyvolan vyraznéjSim odstinénim celkového naboje HA interakcemi s
BSA. U nizkomolekulové HA k tomu nedochazi pravdépodobné kvuli vétSimu stinéni
iontovou silou, a pfi nizSich koncentracich BSA tak dochazi vice k vytésfiovani iontd z HA,
Cisté vodé, a to pravdépodobné kvali nejvétSimu inkrementu indexu lomu, ktery je spojen
s rozsahlejSimi interakcemi. Rozdil od NMHya, kde sada v Cisté vodé nema nejmensSi
molekulovou hmotnost, je pravdépodobné zplsoben jinym pomérem karboxylovych skupin
na jednu molekulu VMHya, a také jinou konformaci HA a tim i disociaci karboxyll, coz
pravdépodobné ovliviuje rozsah interakci mezi HA a BSA a tim i hodnoty molekulovych
hmotnosti komplext. Nejvétsi molekulovou hmotnost ma &isty BSA pfipraveny v Milli-Q vodé
s pfidavkem NaNOg, nejnizsi je v pufru o pH 4 s pfidavkem NaNO;. A i presto, ze se mirné
od sebe [iSi, pohybuji se v rozmezi teoretickych hodnot.
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Graf 20. Zavislost R, na koncentraci BSA u vzork(i Hya s pfidanym BSA o rdznych
koncentracich (rizna prostredi, VMHya)

Na grafu 20 je vidét, ze nejvétsi hodnoty gyracniho poloméru ma sada pfipravena v pufru
o0 pH 7 s pfidavkem NaNO;, nejmensi jsou u sady pfipravené v Cisté vodé. U sady v pufru o
pH 7 na rozdil od té samé sady s nizkomolekulovou HA zlstava gyraéni polomér v rozmezi
koncentraci BSA 0,5 az 10 g/L témérF konstantni. Takové chovani by bylo mozné vysvétlit
tim, Ze interakce pfi pH 7 jsou nejslabsi a nejvice se projevuji do koncentrace BSA cca 1 g/L.

Jediny nenulovy gyracni polomér ma Cisty BSA pfipraveny v Milli-Q vodé s pfidavkem
NaNO; a to o hodnoté 12,6 nm.
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Graf 21. Zavislost R4yQ na koncentraci BSA u vzorku Hya s pridanym BSA o rdznych
koncentracich (rizna prostredi, VMHya)
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Na grafu 21 je vidét, Ze do koncentrace BSA cca 2g/L ma nejvétsSi hodnoty
hydrodynamického poloméru sada pfipravena v Milli-Q vodé s pfidavkem NaNO;. Od
koncentrace BSA cca 5 g/L je v8ak nejvétsi u sady v pufru o pH 7 s pfidavkem NaNO;.
NejmenSi hodnoty hydrodynamického poloméru ma sada pfipravena v Milli-Q vodé a to opét
z ddvodu nepfitomnosti iontové sily. Celkové je hydrodynamicky polomér mensi, nez
gyracni, a rozdil je vyraznéjsi, nez u sady s nizkomolekulovou HA. To pravdépodobné svédc¢i
o tom, Ze komplexy jsou vice roztazené s neuspofadanym rozloZzenim hmotnosti. V pribéhu
zavislosti velikosti na koncentraci BSA odpovidaji hydrodynamické poloméry zcela trendu
gyracnich poloméra. Oba poloméry klesaji s rostouci koncentraci BSA, coz je potvrzenim
stejného mechanismu vzniku komplex, jak u VMHya, tak i u NMHya. Cisty BSA méa skoro
stejny hydrodynamicky polomér pfiblizné v hodnoté 4 nm ve v3ech prostfedich.
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Graf 22. Zavislost vnitini viskozity [n] na koncentraci BSA u vzork( Hya s pridanym BSA o
rtznych koncentracich (rizna prostredi, VMHya)

Na grafu 22 je vidét, Ze vnitfni viskozita klesa s rostouci koncentraci BSA u vSech sad,
coz zcela odpovida prubéhu zavislosti jejich hydrodynamickych polomér( a také potvrzuje
vznik komplexua ve vSech prostfedich, pfiemz, ale nejméné v pufru o pH 7 s pfidavkem
NaNO;. Nejvétsi vnitfni viskozitu ma sada pfipravena v pufru o pH 7 s pfidavkem NaNO;,
nejmensi je v Cisté Milli-Q vodé. Na rozdil od téchto dat, u nizkomolekulové HA ma sada v
komplexy VMHya v tomto prostfedi jsou vétsi, nez komplexy NMHya.

Vnitfni viskozita Cistého BSA je skoro stejna u vSech sad a rovna se pfiblizné 3,1 mL/g.

6. ZAVER

Proméfenim riznych sad vzorkl metodou SEC-MALLS a DLS bylo stanoveno, Ze
dochazi vice nebo méné k elektrostatickym interakcim mezi HA a BSA u kazdé
z proméfenych sad.

U DLS byly vyhodnoceny sady nizko a vysokomolekulové HA pfipravené v Cisté vodé s
pridavkem NaNO;. Bylo stanoveno, Ze u nizkomolekulové HA dochazi k narustu stfedni
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velikosti ¢astic v rozmezi koncentraci BSA cca 0-1 g/L, od koncentrace BSA cca 2 g/L se
Castice uz jenom zmensSovaly, kdyz u vysokomolekulové HA bylo pozorované stale zmenseni
stfedni velikosti ¢astic s rostouci koncentraci BSA. Pravdépodobnym duvodem bylo vétsi
iontové stinéni nizkomolekulové HA, pfi ¢emz dochazelo k vytésfiovani stinicich iontd
molekulami BSA a tak k expanzi molekul HA. U vysokomolekulové HA i za pFitomnosti
iontové sily byly stale k dispozici volné karboxylové skupiny HA, a proto k vytésiovani
stinicich iont( pravdépodobné dochazelo v mensi mife, nez k interakcim HA a BSA.
pfipravené v Gisté vodé a to z divodu zadného stinéni iontovou silou. Viceméné konstantni a
k tomu vysoky zeta potencial v ostatnich prostfedich je pravdépodobné dusledkem rizné
velké iontové sily, ktera tvofi docela stabilni solvatacni obal fetézce HA, a tim zamezuje
interakcim s molekulami BSA.

Vyznamné data SEC-MALLS obsahovala pouze prvni pik. Druhy pik byl povazovan za
bezvyznamny, resp. vyznamngjsi 2. pik mély jediné vzorky pfi vySSich koncentracich BSA.
Pravdépodobné 2. pik pfedstavuje z vétSi Casti vyluCovany BSA, ktery se jiz nezucCastnil
interakci s HA.

Hlavni trend dat SEC-MALLS s rostouci koncentraci BSA je: zmenSeni molekulové
hmotnosti, gyracniho a hydrodynamického poloméru a vnitfni viskozity. Tento obecny trend
sveédci o tom, Ze interakce mezi HA a BSA zpUsobuiji kontrakci ¢astic.

U sad vysoko a nizkomolekulové HA bylo stanoveno, ze zmenseni molekulové hmotnosti
je zpusobeno zvysenim inkrementu indexu lomu s pfidanim vétsi koncentraci BSA. Bylo také
zaznamenano, ze hydrodynamicky polomér je menSi, nez gyra¢ni. Divodem tomu jsou
rozsahlejsi tvary vyslednych komplexu, coz by bylo v souladu s teorii roztokd polymera.

U sady s vysokomolekulovou HA pravdépodobné& dochazelo k vyraznéjSimu rozdéleni
Castic do dvou populaci, coz bylo vidét na chromatogramech.

Z porovnani dat SEC-MALLS ruaznych sad bylo objeveno, ze sady vysoko a
nizkomolekulové HA v pufru o pH 7 s pfidavkem NaNOj; se chovaji odlisné. Molekulova
hmotnost sady s nizkomolekulovou HA v tomto pufru méla nejmensi hodnotu, kdyz u
pravdépodobné zpusobena nejvysSim inkrementem indexu lomu, nejvét§im nabojem fetézce
HA a nejmensim rozsahem interakci souvisejicim s vétSim iontovym stinénim. U VMHya v
porovnani s NMHya byl mens$i naboj (absolutni hodnota), kvali niz§imu iontovému stinéni a
tim vétSimu rozsahu interakci. Rozsah interakci v8ak byl pravdépodobné stale minimalni jak
u nizkomolekulové, tak i u vysokomolekulové HA, coz je vidét na hodnotach gyraéniho
poloméru a vnitini viskozity VMHya, které byly v tomto prostfedi nejvétsi. Vnitini viskozita v
tomto prostfedi byla nejvétsi u sady s vysokomolekulou HA, pravdépodobné kvili znacné
velikosti molekul, kdyz u nizkomolekulové HA byla nejmensi, coz by mohlo byt zddvodnéné
vétsi kontrakci komplexd.

U sad pfipravenych v Cisté vodé jak u VMHya tak i u NMHya byl zaznamenan nejmensi
pravdépodobné zplsobeno nepfitomnosti zadnych stinicich iontd, které by mohly omezit
interakce.

BSA mél skoro vzdy a vSech prostfedich stejné hodnoty, jak molekulové hmotnosti, tak
obou polomérl a vnitini viskozity. Hydrodynamicky polomér byl ve vétsiné pfipadu vétsi, nez
gyracni. Z toho bylo odvozeno, Ze tyto €astice jsou velice kompaktni s vyraznym solvataénim
obalem.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
SECMALLS - size exclusion chromatography — multi angle laser light scattering
DLS - dynamic light scattering

HA - hyaluronic acid (hyaluronova kyselina)

Hya - hyaluronova kyselina/hyaluronan

BSA - bovin serum albumin (hovézi sérovy albumin)
NMHya - nizkomolekulova hyaluronova kyselina
VMHya - vysokomolekulova hyaluronova kyselina
rms (radii) - root meen square (radii)

Rw — gyraéni (rms) polomér

RhQ - hydrodynamicky polomér

Mw — molekulova hmotnost
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