VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

METODY ROZPTYLU SVETLA A KALORIMETRIE VE
STUDIU SYSTEMU HYALURONAN-ALBUMIN

STUDY OF HYALURONAN-ALBUMIN SYSTEMS USING LIGHT SCATTERING METHODS AND
CALORIMETRY

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Alena Sereda
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Martin Chytil, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2016



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno

Zadani diplomové prace

Cislo diplomové prace: FCH-DIP1005/2015 Akademicky rok: 2015/2016
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie

Student(ka): Bc. Alena Sereda

Studijni program: Chemie pro medicinské aplikace (N2846)

Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace (2808T031)

Vedouci prace Ing. Martin Chytil, Ph.D.

Konzultanti: Ing. Michal Kalina, Ph.D.

Nazev diplomové prace:

Metody rozptylu svétla a kalorimetrie ve studiu systémU hyaluronan-albumin

Zadani diplomové prace:

1. Literarni reSerSe na téma interakci hyaluronanu s albuminem, véetné vlivu teploty a fyziologickych
podminek.

2. Navrh a provedeni experimentl interakci hyaluronanu a albuminu za fyziologickych podminek pomoci
metody SEC-MALLS a zjistit vliv teploty inkubace na sledované interakce.

3. Studium fazového chovani systému hyaluronan-albumin ve vodnych roztocich pomoci DLS titraci.

4. Navrh, nastaveni a provedeni experimentl sledovani interakci mezi hyaluronanem a albuminem pomoci
titracni kalorimetrie. Nalezeni vhodnych experimentalnich parametrt pro sledovani tohoto typu interakci.

5. Vyhodnoceni vysledkd.

Termin odevzdani diplomové prace: 6.5.2016

Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafd na sekretariat Ustavu a v
elektronické formé vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové prace.

Bc. Alena Sereda Ing. Martin Chytil, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustavu
V Brné, dne 31.1.2016 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Tato diplomova prace, ktera navazuje na predchozi bakalarskou préaci, je vénovana studiu
polyelektrolytovych komplexi mezi hyaluronanem (HA) a hovézim sérovym albuminem
(BSA). Interakce mezi HA a BSA a tvorba komplext byly studovany metodou SEC-MALLS,
kde byly stanovovany molekulova hmotnost, gyraéni a hydrodynamicky poloméry a vnitini
viskozita ¢astic systému. Dale byly interakce zkoumany pomoci kalorimetrického méreni ITC,
kde byl stanoven termodynamicky charakter tvorby komplex(i. Dodatecné byly aplikovany
metody dynamického a elektroforetického rozptylu svétla (DLS a ELS), kde byly stanovovany
hydrodynamicky polomér a velikost zeta potencialu ¢astic systému. Byl rovnéz zkouman vliv
zvy$ené teploty na charakter atvorbu komplext pfi SEC-MALLS aITC meéfeni. Bylo
stanoveno, ze k interakcim HA a BSA dochazi v jakémkoliv prostredi ale s riznou ucinnosti.
Bylo také prokéazano, ze s rostouci koncentraci BSA se komplexy zmensuji, snizuje se také
vnitini viskozita komplext. Dale bylo prokazano, Ze velka iontova sila stini povrchové naboje
molekul HA a BSA a brani tak jejim vzajemnym interakcim. Pfi zvySené iontové sile se
rovnéz zvysuji stanovené velikosti komplex(l, jejich vnitini viskozita a zeta potencidl.
Zvysena teplota ma na tvorbu komplex( pouze minimalini vliv.

ABSTACT

This thesis, which is a continuation of the previous Bachelor thesis, is dedicated to the
study of polyelectrolyte complexes between hyaluronan (HA) and bovine serum albumin
(BSA). Interactions between HA and BSA and a formation of complexes were studied by
SEC-MALLS method, where a molar mass, a root mean square (rms) radius, a hydronamic
radius and an intrinsic viscosity of particles of the system were defined. Furthermore the
interactions were studied by calorimetric measurement ITC, where thermodynamic character
of complex formation was determined. Additionally, dynamic and electrophoretic light
scattering methods (DLS and ELS) were applied, where hydrodynamic radius and a value of
the zeta potential were defined. Also the effect of higher temperature on the character and
complex formation was examined by SEC-MALLS and ITC measurements. The interactions
were confirmed at any of the used media, but with different efficiency. It was also proved that
complexes become smaller in their radii and viscosity with growing BSA concentration.
Furthermore it was proved, that the high ionic strength hinders surface charges of HA and
BSA molecules and minimizes their mutual interactions. At the higher ionic strength the radii
of the complexes, their intrinsic viscosity and zeta potential are increased. The higher
temperature has only minimal effect on the formation of the complexes.

KLICOVA SLOVA

Interakce, hyaluronan, albumin, SEC-MALLS, DLS, ITC, zeta potencial, molekulova
hmotnost, gyra¢ni polomér, hydrodynamicky polomér, vnitini viskozita, kalorimetrie, zvySena
teplota
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1. UVOD

Studium interakci mezi polyelektrolyty je zajimavé z hlediska Siroké moznosti jejich
praktického uplatnéni ato vraznych odvétvich. Interakce mezi polyelektrolyty pfirozené
probihaji jak v pfirodé, tak i v lidském téle, jsou vétsinou reverzibilni a vyskytuji se za urcitych
podminek. Interakce mezi hyaluronovou kyselinou a albuminem je jednim z prikladil
takovych interakci. Tyto dva polyelektrolyty maji zajimavé vlastnosti a jejich komplexy by
mohly najit své uplatnéni jak v medicingé, tak iv primyslu. Jsou to biokompatibilni
a biodegradabilni biopolymery, coz z nich déla vyborny vychozi material pro aplikace
v mediciné. Hyaluronan je rovnéz signalni molekulou mnoha bunéénych receptorll, coz muze
byt vyuzito pfi smérovani a lokalizaci jeho vyslednych komplex(i s albuminem v urcitych
castech zivého organismu. Albumin je vyznamny protein, ktery je schopen vazat Sirokou
skalu Iéciv a jinych molekul. Ve vysledku, komplexy polyelektrolytl hyaluronanu a albuminu
by mohly mit velky potencial pfi cilené distribuci 1&Civ v organismu. Cilem této diplomové
prace je prozkoumat charakter interakci hyaluronanu a albuminu pomoci metod SEC-
MALLS, DLS a ITC. SEC-MALLS a DLS jsou metody zalozené na detekci rozptylu svétla.
SEC-MALLS vyuziva vyhodného spojeni rozmérové vylucovaci chromatografie a detekce
statického rozptylu svétla, coz umoznuje stanoveni molekulové hmotnosti a dalSich
zakladnich ¢&asticovych charakteristik jako je hydrodynamicky polomér c¢astic, gyraéni
polomér ¢i konformace polymert. DLS je metoda zaloZzena na meéfeni dynamického rozptylu
svétla ¢asticemi vykonavajicimi Brownlv pohyb v roztoku. ITC neboli izotermicka titracni
kalorimetrie je metoda zaloZzena na méfeni tepelného toku, zplsobeného probihajici
interakci mezi jednotlivymi komponentami ve studovaném systému. Dodateéné méreni zeta
potencidlu komplext hyaluronanu a albuminu méa za ukol poskytnout doplnujici informace
0 naboji a stabilité zkoumanych polyelektrolytovych komplext. Kompletni vysledky ze v§ech
mérfeni maji poskytnout informaci o termodynamice probihajicich interakci, vznikajicich
komplexech, jejich molekulové hmotnosti, polomért, vnitfni viskozité a stabilité. Zpracovani
téchto informaci by mélo napomoci pii stanoveni celkového charakteru tvorby komplex(
hyaluronové kyseliny a albuminu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Hyaluronan

Hyaluronova kyselina je polysacharid pfirozené se vyskytujici u véech obratlovcl. Je to
linearni aniontovy polyelektrolyt s karboxylovymi funkénimi skupinami, skladajici se
z opakujicich  disacharidovych jednotek. Kazda takova jednotka se sklada
z N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukuronové kyseliny spojené B-1,3-glykosidickou vazbou.
Disacharidové jednotky jsou mezi sebou spojené B-1,4-glykosidickou vazbou. Jedna takovéa
jednotka ma hmotnost 415 Da a délku pfiblizné 1 nm. Jedna molekula hyaluronanu muze
obsahovat az 10 000 takovych monomernich jednotek (4 MDa, 10 ym).

HO Ho-_ _2©

__1-" OH

o CHs
Obrazek 1. Struktura kyseliny hyaluronové

Axialni vodiky tvofi hydrofobni €&asti molekuly. Objemné hydroxylové a karboxylové
skupiny v ekvatoridlnich polohach jsou hydrofilni povahy. Za stabilizaci molekuly odpovidaji
vodikové mustky. Ve vodé jsou nahrazeny tzv. ,vodnymi mustky, kdy se do vodikovych
vazeb zabuduji molekuly vody (viz Obrazek 2, Obrazek 3).

Obrazek 3. "Vodné mastky" v molekule HA

Molekula HA ma amfifiini povahu, jeji helikalni struktura je stabilizovana vodikovymi
mUstky. Vroztoku HA zaujima findlni konformaci nahodilého klubka. Tato specificka
struktura spolu s vysokym obsahem OH skupin zpUsobuje hygroskopicitu molekuly. Kyselina
hyaluronova tak je schopna zachytit mnozstvi vody az o 1000x vétSi nez je celkova hmotnost

8



samotné molekuly [7]. S témito vlastnostmi souvisi ijedna ze zasadnich funkci kyseliny
hyaluronové v organismu — zadrzovani vody.

Jeji hydroxylové skupiny maji hodnotu disociaéni konstanty pK, =29 [2] a proto se za

fyziologickych podminek (pH 7,2 - 7,4) molekula vyskytuje jako sodna sUl.

Analyza a kvantifikace hyaluronové kyseliny je mozna pomoci nékolika metod. Nejstarsi
a nejvice vyuzivanou metodou je karbazolovd metoda pro detekci kyseliny uronové, kde
principem je detekce barevného produktu uronové kyseliny a karbazolu po pfedchozi
degradaci polysacharidu [3] Jina modernéj$i metoda je napfiklad imunoreakce s proteiny,
které maji vazebnou afinitu vic¢i hyaluronanu. Takové proteiny slozZi jako protilatky pro
detekci kyseliny hyaluronové metodou ELISA [4]. Pro stanoveni molekulové hmotnosti je
moznost vyuzit dalSich metod jako kapilarni elekiroforéza a gelova permeacni
chromatografie [5].

Hyaluronan je zcela biokompatibilni latka. Degraduje na latky, které organismus dokaze
vyuzit v navazujicich se metabolickych drahach.

Nejvice je zastoupena v extracelularnim matrixu (ECM) bunék synovidlni tekutiny,
pupecni $nliry a ocniho sklivce savcl. Ale také se nachazi v riznych koncentracich v celém
téle. Nejvétsi jeji koncentrace je v mékkych pojivovych tkanich, a nejmensi je v krvi.

Syntéza probiha na plasmatické membrané pomoci enzymu syntaz, coz jsou integralni
membranové proteiny trojiho druhu: HAS1, HAS23, HAS3 [6]. Jako substraty pro syntézu
slouzi nukleotidové prekurzory UDP-glukuronova Kkyselina a UDP-N-acetylglukosamid.
Syntéza HA probiha smérem od redukujiciho konce [80]. Priimyslové se syntetizuje pomoci
bakterii Streptococcus equi (nizkomolekulova HA), a Streptococcus zooepidemicus
(vysokomolekulova az 2 MDa). Izoluje se ale v mensi mife také z kohoutich hrebinki,
pupecni $idry a jinych mékkych tkani obratlovcu.

Degradaci HA, na druhé strané, zpusobuji enzymy hyaluronidaza (hyaza),
B-D-glukuronidaza a 3-N-acetyl-hexosaminidaza. Tyto enzymy jsou pfevazné intracelularni.
Hyaza stépi vysokomolekulovou HA na oligosacharidovou HA, kdy B-D-glukuronidaza
a B-N-acetyl-hexosaminidéaza degraduji oligosacharidy [8]. Enzym hyaluronidaza atim
i schopnost Stépit retézce hyaluronové kyseliny byly taky objeveny u bakterie jako
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes et pneumonia a Clostridium perfringens.

Zivotnost HA v organismu je pomémé kratka, a rychlost jeji degradace se li$i podle
lokalizace (od par hodin az po nékolik dnu). Kazdy den se v téle vyméni zhruba 1/3 mnozstvi
celkové hyaluronové kyseliny pfitomné v organismu. Jeji degradace zacina vétSinou
endocytézou uskute¢nénou bunikami okolni tkané, pokracuje jejim transportem do
lymfatickych uzl( anebo do krevniho fecisté a nasledné ukoncena degradaci v jatrech. Jeji
cirkulace v krevnim recCisti trva pouze nékolik minut, kdy potom nasledné je odbourana
v endotelidlnich burikach jater [4]. Po jeji endocytéze burkami je enzymaticky odbourana
v lysozymech hyaluronidazami.

Hyaluronan slouzi jako stabilizator extracelularniho matrixu bunék. Po vazbé na urcité
proteoglykany (napf. aggrekany) a povrchové receptory bunék vytvari hustou polymerni sit
proteoglykanu chranici prostfedi bunky proti difuzi nezadoucich molekul. Pritomnost takové
sité v kloubech umoznuje vysokou rezistenci proti aplikované mechanické zatézi [9]. Obecné
se takovy obal z hyaluronové kyseliny intenzivné tvofi pfi pochodech spojenych s migraci
bunky a také pfi mitdze [4].

Za urcitych podminek mUlze probihat rovnez stépeni HA na krats$i fragmenty [70].
V zavislosti na své molekulové hmotnosti HA mdze vykonavat riizné funkce v organismu
[17]. Nizkomolekulova HA s velmi kratkym retézcem (cca 6 kDa) ma napfiklad angiogenni
schopnosti (tvorba novych kapilar) [12] ale také aktivuje genovou expresi makrofagl, coz
ve vysledku podporuje vznik zanétd. Vysokomolekulova HA ma naopak protizanétlivé ucinky,
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kvali tomu ze vytvori viskdznéjsi prostredi, které zamezi pohybu makrofagu a leukocytu.
Obecné Ize shrnout, ze za fyziologickych podminek HA je pfitomna v extracelularnim matrixu
jako vysokomolekulovy polymer o molekulové hmotnosti v fadech MDa, pfi poskozeni tkani
se v8ak Stépi na fragmenty nizkomolekulové HA, které pfi molekulovych hmotnostech
nizSich nez 100 kDa, mohou byt signalnimi molekulami, a jejich nasledna vazba na receptory
mUiZze vyvolavat imunitni odpovéd vedouci k zanétlivym reakcim [73]. Nizkomolekulova HA je
vétSinou signalem ,nebezpeli“ pro organismus a proto jeji pfitomnost v okoli rakovinné tkané
by mohla byt signdlem pro degradaci poskozené tkani burikami imunitniho systému
a nasledné mit vliv na inhibici rakovinového bujeni [ 14].

Hyaluronan slouzi jako biologicky lubrikant v organismu, a to kvlli svym viskoelastickym
vlastnostem pseudoplastické kapaliny. Za klidového stavu je roztok hyaluronanu vysoce
viskézni kapalina, pfi aplikovaném tecném napéti a silovém pUsobeni v$ak snizuje svou
viskozitu. Je to dlisledkem vzajemného propleteni retézcli vysokomolekulové HA, které pfi
pusobeni fyzického namahani (napi. smykové rychlosti) rozplétaji, coz ma za nasledek
snizeni viskozity. Nizkomolekulovd HA vsak v ur€itém rozsahu molekulovych hmotnosti se
v roztoku chova jako newtonovska kapalina, tj. nedochazi u ni k proplétani retézcu.

Jelikoz HA je substratem pro spoustu extracelularnich enzym(, ma rovnéz dulezitou
regulaéni funkci (hlavné nizkomolekulova HA). Reguluje tak vazbu mezi bunkami, jejich
migraci, diferenciaci, proliferaci, mitézu ale také i bujeni rakovinné tkané a zanétlivé procesy
[15,16]. Kyslina hyaluronova ma take vyznamny vliv na embryogenezi.

Nékteré z receptor(i vazajici HA jsou: CD44, TSG6, GHAP, LYVE-1, RHAMM. Z nich jsou
dva, CD44 a RHAMM, nejvyznamné;jsi pfi vyvoji rakoviny [15]. Tyto receptory maji extrémné
vysokou afinitu k HA. Tuto vazbu na receptory je mozné vyuzit pro cilenou distribuci 1éCiva
biokonjugovaného s hyaluronanem. V pocetnych studiich bylo objeveno, ze rakovinné bunky
maji na svém povrchu zvyseny pocet receptoril CD44 a RHAMM, které se podili na migraci
a proliferaci bunék a podporuji tak rakovinné bujeni, kromé& toho bylo prokazano, ze
rakovinné burnky akumuluji ve svém okoli vétsi mnozstvi vysokomolekulové hyaluronové
kyseliny. Vazba extracelularniho hyaluronanu na CD44 receptor u zdravé bunky probiha
pouze po predchozi aktivaci receptoru. Za urlitych podminek (vétSinou doprovazejicich
zanétlivé reakce) takova vazba muze vyvolat endocytézu a nasledné stépeni molekuly
polysacharidu. V rakovinnych bunkach je v8ak receptor CD44 jiz konstantné aktivovany
a intenzivné vaze molekuly HA. Receptor RHAMM je na druhé strané zodpovédny prevazné
za pohyb burky a je schopen vazat komponenty cytoskeletalniho systému. Specifickou
afinitu CD44 a RHAMM receptor(i vi¢i hyaluronanu je mozné vyuzit pro formulaci
potencialnich systému pro cilenou distribuci 1&€Civ, zejména pro Ié€bu rakoviny. Existuje
nékolik principu IéCby rakoviny, které jsou zalozené na interakcich vyse zminénych receptor(i
s hyaluronanem. Jednak je mozné inkorporovat urcité protilatky s afinitou vici CD44
a RHAMM receptor(im, které maji za ukol potlacit vazbu HA na receptor. Jind moznost je
pouziti degradujiciho polysacharid enzymu hyaluronidazy, ktery eliminuje polysacharid
z okoli rakovinné buriky a déla ji tak vice pfistupnou pro Ié€ivou latku. Déle se také pouzivaji
kratké oligosacharidové fetézce HA, které jako vpfipadé protilatek vytlacuji
vysokomolekulovou HA zreceptorll. Kromé toho takové kratké useky jsou signalnimi
molekulami, které aktivuji imunitni odpovéd. Dalsi Siroce vyuzivanou metodou je
biokonjugace IéCiva s hyaluronovou molekulou, ktera se vaze na receptor rakovinné bunky,
a takovy biokonjugat potom hraje roli cileného dopravce [éCiva [17].

Mimo |é€by rakoviny existuji ijiné praktické aplikace kyseliny hyaluronové. Pouziva se
napfiklad pfi injekci do synovidlni tekutiny kloubu, pfi o€nich operaci a hojeni ran (scaffoldy
aruzné obvazy). Takové aplikace hyaluronanu umoznuji jeho unikatni viskoelastické
vlastnosti, biodegradovatelnost a biokompatibilita a v neposledni fadé jeho schopnost
absorpce a udrzeni velkého mnozstvi vody ve své strukture.
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2.2. Albumin

Albumin je nejrozSifenéjsi protein vyskytujici se v krevni plazmé, s obsahem v rozmezi
52-60 hm.% plazmy [18], a s pfislusnou koncentraci 0,6 mM [19], kvlli ¢emuz se také
vyrazné podili na osmotickém tlaku v krevnich cévach. Syntéza proteinu probiha
v parenchymalnich  bunkach jater, ado krevniho fecisté se dostava ve formé
neglykosilovaného proteinu. Zivotnost albuminu v krvi je zhruba 36 dni [20].

2.2.1. Struktura molekuly albuminu

Molekulovda hmotnost albuminu je pfiblizné 66 kDa. Jeho primarni struktura je
polypeptidovy Fetézec obsahujici 585 aminokyselin (u albuminu lidského séra,
583 u BovineSA). Sekundarni aterciarni struktura proteinu je stabilizovana pomoci
17 disulfidickych mUstk(, molekula obsahuje také volnou thiolovou SH skupinu, diky ¢emuz
je schopna tvorby dimerd. Aktivni molekula albuminu ma globularni terciarni strukturu, ktera
se sklada z trech helikalnich domén (I, Il a Ill). Kazda takova doména se sklada ze dvou
subdomén (A, B), které prestavuji 4 az 6 mezi sebou spojenych helixtl [21,22], pficemz
a-helikalni struktura tvofi 67% celé molekuly [23].

IA: Vazebna

Vazebna
doména

doména

Obrazek 4. Terciarni struktura albuminu

Izoelektricky bod (pl) BSA (Bovine Serum Albumin) je 4,7. N&boj proteinu pfi
fyziologickém pH je =zaporny aroven -18C uHuman Serum Albumin (HSA)
a—15 C u BSA [21,23,24]. Struktura proteinu je pochopitelné zavisla na pH prostredi [21,25].
Napriklad pfi pH od 4,5do 7 je globularni, pfi pH od 4,0 do 4,5je ¢aste€né rozbalend
(nahodné klubko).

Obecné albumin ma vysoky obsah Cysteinu a nizky obsah Tryptofanu. Albumin ze séra
hovéziho skotu se shoduje s albuminem lidské krevni plazmy z 76% [22]. Rozdil BSA je
hlavné v obsazeni 1 Tryptofanu navic [21].

2.2.2. Vazebna afinita

BSA vaze nespecificky 3 kationty Ca®*prostfednictvim tfech vazeb v doméné I, diky
¢emuz udrzuje 45% celkového obsahu vapniku vyskytujiciho v krevni plazmé. S niz8i
afinitou vaze rovnéz ionty Mg?*, a to ve stejném mnozstvi [21].

Albumin je multifunkéni protein s velkou kapacitou vazby ligand(l. Je schopen vézat
a transportovat Sirokou fadu latek, jako rtzné metabolity, Ziviny, Iéky, biomakromolekuly,
mastné kyseliny, aminokyseliny, bilirubin a jiné. Vazba rlznych ligandi zplsobuje zménu
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konformaci proteinu, nejcastéji €aste¢né rozbaleni, ztratu v obsahu helikalnich struktur
a tvorbu struktury ndhodného klubka a v nékterych pripadech i denaturaci.

Aktivni leCivé latky se vétSinou vazi bud pres doménu IlIA, nebo IlIIA [26]. IIA doména
zprostredkuje spise hydrofobni interakce, IIIA — bud hydrofobni, vodikové vazby, nebo
elektrostatické interakce [27]. Kdyz jsou interakce hydrofobni, dochazi ve vétsiné pripadd
k minimalnim zménam v konformaci proteinu, pfi elektrostatickych interakcich dochazi ke
zméné konformace.

Albumin jiz davno byl studovan z hlediska schopnosti interagovat s velkou Skalou latek.
Prikladem jsou rGzné detergenty, Iéky, polymery, liposomy a nanomaterialy.

Vazba detergentu

Existuje nékolik studii vazby albuminu na molekuly povrchové aktivnich latek a surfaktantt
jako SDS (dodecyl sulfat sodny) [28], CPC (cetylpyridinium chlorid) [29] CTAB
(cetyltrimethylammonium bromid) [30]. V téchto relevantnich studiich byla popsana silna
vazba detergentu na molekulu albuminu. V zavislosti na délce své hydrofobni Casti, tyto
detergenty maji rdzny vliv na vyslednou strukturu molekuly proteinu. Bylo prokazano, ze
detergenty s vétsi délkou hydrofobni casti, zplsobuiji vét$i zménu ve struktuie albuminu,
ktery ztraci vétsi c¢ast své helikalni struktury [37]. Bylo také odvozeno, ze vétsi koncentrace
surfaktantu zpusobuji ¢aste¢nou denaturaci albuminu, zatimco mensi — naopak, stabilizuji
jeho strukturu proti denaturaénim podminkam. [32] Pfi vazbé surfaktantu se mohou uplatnit
jak hydrofobni interakce a vodikové vazby, tak i elektrostatické interakce, coz ve vysledku
ovliviiuje entalpii nebo entropii reakce. Pomoci kalorimetrického méreni, bylo objeveno, ze
pfi niz8i koncentraci CPC, je interakce exotermicka a na teploté nezavisla, nicméné pii
vy$8ich koncentracich, je tato reakce jiz endotermicka [29].

Vazba aktivnich lécivych latek

Pfi studiu interakci molekul aktivni I€Civé latky s albuminem, bylo objeveno, ze i pres
velkou podobnost struktury albuminu z hovéziho a lidského sera, jejich vazebné domény
maji rozdilnou afinitu vac¢i aktivnim 1éCivym latkdm. Pri studiu interakci s molekulou
tetracyklinu (TC) U. Anand a spol. objevili, ze pfi niz§ich pomérech 1éCivé latky k proteinu,
vazba zpUsobila ¢asteCnou denaturaci, kdyz pfi vy$Sich pomérech této latky, naopak
stabilizaci helikalni struktury proteinu. DalSim jejich objevem bylo, ze vazba je fizena
entalpicky [33]. Charakter vazby je také v mnoha pfipadech zavisly na hodnoté pH. Pfi studiu
vazby Ciprofloxacin Hydrochloridu (CpH) bylo stanoveno, ze pri fyziologickém pH 7,4 vazba
byla endotermicka a fizena entalpii prfes hydrofobni interakce, kdyz pfi pH 4,5 nebo
9,2 vazba byla jiz exotermicka a fizena zménou entropie s uplatnénim vodikovych a van der
Walsovych vazeb [34].

Vazba polymeru

Jak v pfipadé detergent(l a aktivnich IéCivych latek, vazba albuminu na molekuly polymeru
a dendrimerll mlze probihat jak pres polarni vazby, tak ipres hydrofobni interakce
a vodikové mustky. Bylo stanoveno, Ze pfi vazbé na molekulu dendrimerd slozenych
s rliznych polymer(, albumin ztraci velkou ¢ast své sekundarni a terciarni struktury, a rovnéz
se drasticky snizuje jeho helikalni obsah (Caste¢né denaturuje). Také bylo objeveno, ze
zavedené aminoskupiny v molekule takovych dendrimer( zvySuji silu interakci
s proteinem [35]. Ve studiu vazby albuminu na poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAM)
Chen a spol. stanovili, Ze interakce se uskutecnuji hlavné kvilli vodikovym vazbam
a hydrofobnim interakcim, coz ve vysledku vyrazné ovlivni strukturu albuminu [36].
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Vazba na lipidy

Lipidy jsou hlavni slozkou liposomu, které maji velky potencidl jako cilené distributory
[€Civ. Proto studium jejich interakci s albuminem, jakozto s nejvice zastoupenym proteinem
v krevni plasmé, je velmi zajimavé z hlediska jejich potencialniho uplatnéni v mediciné.
Podle charakteru a struktury lipid( se liSi charakter interakci s albuminem. Bylo objeveno, ze
lipidy typu cholesterol a DOPE se jevi jako stabilizatory struktury albuminu a navic zvysuji
helikalni podil v jeho struktufe. Na druhé strang, kationické lipidy (DDAB a DOTAP), stejné
jako v pripadé detergentu, zplUsobuji ¢aste¢nou denaturaci albuminu. Lipidy jako cholesterol
se vazou na molekulu albuminu jak elektrostaticky tak i se zapojenim hydrofobnich interakci,
naopak kationické lipidy se vazou prevazné hydrofobnimi vazbami [37].

Vazba na nanomaterialy

Interakce albuminu s nanomateridly je silné ovlivnéna strukturou zvoleného
nanomaterialu. Ve vyzkumu zabyvajicim se interakcemi proteinu se zlatymi nanocasticemi,
bylo zjis§téno, ze nanocastice se vazou entalpicky bez vyrazného ovlivnéni struktury. Naopak
na zlaté nanotyCinky se vazou jiz entropicky a zplsobuji vyraznou ztratu sekundarni
a terciarni struktury albuminu a uvolnéni molekul vody [38]. Ruzné funkcionalizace
a derivatizace povrchu nanomaterialu jsou rovnéz schopné ovlivnit vazbu s albuminem.
Nanocastice modifikované citratem na povrchu po vazbé molekuly albuminu vykazovaly
zvétSeni jejich hydrodynamického poloméru. Dle prace [39] vSak nebyla objevena zadna
interakce pfi modifikace povrhu nanoc&astic pomoci polyethylenglykolu (PEG).

2.3. Polyelektrolytové komplexy

Studium elektrostatickych interakci mezi polyelektrolyty biologického a syntetického
plvodu je predmétem zajmu védcu jiz pomérné dlouhou dobu.

Komplexy polyelektrolytli a proteint napfiklad byly zkoumany z hlediska jejich praktického
uplatnéni pfi separaci proteinll [40], moznosti imobilizace nebo stabilizace enzymi
v polyelektrolytovych komplexech [47], a modifikaci afinity substratu vici proteinu [42]. Jako
dal$i mozné vyuziti komplext proteinu s polyelektrolyty je ochrana proteinu vici denaturaci
pfi vysokych teplotach, ato diky zvySenému elektrostatickému odpuzovani komplex(
proteinu s polyelektrolytem ve srovnani s molekulami Cistého proteinu v roztoku [43].

Existuje urCitt mnozstvi dosavadnich poznatkl ze studii systém( rlznych
polyelektrolytovych komplex(l. Kazdy takovy systém se chova vzdy trochu jinak, jelikoz
charakteristika proteinu a polyelektrolytovych fetézct ma zasadni vliv na chovani vyslednych
komplext. Pro kazdy takovy komplex v$ak plati urcitéa obecna pravidla [44]:

e Jesté prfed bodem ekvivalence, odpovidajicim vzdjemné kompenzaci povrchovych
nabojll, fazové separaci a intenzivni tvorbé nerozpustnych komplex(i existuje urcity
pomér mnozstvi obou polyelektrolytd odpovidajici iniciacni tvorbé rozpustnych
komplexu.

e Pri uréitém poméru mnozstvi molekul proteinu k mnozstvi molekul polyelektrolytu, kdy
dochazi k vzajemné neutralizaci povrchovych nabojl obou molekul, jsou komplexy
neutralni a agreguji do vétsich koacervat(i

e |ontova sila stini povrchové naboje obou makromolekul a pfi vy$Si koncentraci je
dokonce schopna vyvolat disociaci polyelektrolytovych komplexu

e Kdyz jeden zpolyiontd je siinym polyelektrolytem, probihd prevazné tvorba
nerozpustnych komplexu

e Teplota nema vliv na tvorbu polyelektrolytovych komplexd, pokud uvazujeme pouze
elektrostatickou povahu interakci, fizenych entropicky.
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Bylo prokazano, ze hodnota pH pfi které se uskuteCni fazova separace takovych
komplext je silné zavisla na poméru koncentraci polyelekirolytu a proteinu a také na iontové
sile [45].

Byla také zkoumana zavislost charakteru komplex( na hustoté povrchového naboje obou
komponent. Studium bylo provedeno pomoci turbidimetrickych titraci a dynamického rozptylu
svétla. Byly vybrany nékolik kationickych (poly(dimethyldiallyl ammonium chlorid) DMDAAC,
homopolymer N,N,N-(trimethylamino)ethyl chlorid akryldtu LBN52b) a nékolik aniontovych
(polystyrensulfonat PSS, polyvinylsulfat PVS, poly[((2-akrylamido)propyl methyl sulfat]
PAMPS) polymer( syntetického plivodu. Zkoumané proteiny byly BSA, RNAza a lypozym.
Pfi konstantnim poméru polymeru k proteinu a iontové sile, byla postupné ménéna hodnota
pH. Bylo objeveno zvySeni turbidity pfi urCitych hodnotach pH,, odpovidajicich vzdjemné
neutralizaci povrchovych nabojl proteinu a polymeru, jejich nasledné fazové separaci
a agregaci do vétSich sedimentujicich komplex. Byla také objevena hodnota pH,
odpovidajici tvorbé rozpustnych komplext polymer-protein, kde se turbidita zvysila, ale ne
tak vyrazné jako v pfipadé fazové separace. Zajimavym objevem byla vyrazna disymetrie
hodnot pH fazové separace a tvorby rozpustnych komplexd pro aniontové a kationtové
polymery. Vznik komplexi mezi BSA a kationickymi polymery vyzadovalo vyrazné
negativniho povrchového naboje proteinu, ale v pfipadé pouziti polyaniontu, vznik komplexu
byl pozorovan pfi pH odpovidajicim izoelektrickému bodu BSA, a dokonce i pfi pH vetsi nez
pl, kdy protein nese negativni naboj. Toto mize byt dikazem nerovnomérné distribuci
naboje na povrchu molekuly BSA, a pravdépodobnou existenci pozitivné nabitych domén,
i pfi celkové negativnim naboji molekuly. Méfeni DLS definovalo pH hodnoty odpovidajici
fazové separaci a vzniku komplexu. Vznik téchto komplext byl provazen vyskytem piku
intenzity odpovidajicimu pomalejSim €asticim s vétSim polomérem [46].

2.3.1. Interakce polysacharid — protein

Konkrétnim prikladem interakci polyelektrolytl, jsou interakce mezi polysacharidy
a proteiny. PFi smichani obou biopolymerl obecné dochazi k elektrostatickym interakcim
a mize se nasledné objevit fazova separace, kterd vznika dvéma odliSnymi mechanismy.
Prvni je koacervace komplexU (asociativni agregace) adruhy je termodynamicka
inkompatibilita komplex(i (segregacni mechanismus). Termodynamicka inkompatibilita se
mUiZe projevit pfi vysoké iontové sile, a také pfi pH vy$sim nez izoelektricky bod proteinu.
Termodynamicka inkompatibilita se mGze v$ak také projevit jako omezena misitelnost obou
polymerd, v pfipadé neutrdlnich nebo stejné nabitych molekul.

Vétsinou je protein schopen tvofit komplex s polysacharidem, a to kdyz nese pozitivni
naboj, takze pfi hodnoté pH pod pl. VétSinou se polyelektrolytové komplexy tvofi v rozsahu
pH hodnot mezi pK, hodnotou polysacharidu a pl hodnotou proteinu. Kdyz se jedna o pouze
elektrostatickou povahu interakci, komplexy jsou reverzibilni, kdyz v8ak se zapojuji dalsi typy
interakci, jako vodikové vazby, hydrofobni interakce a van der Waalsove sily, komplexy maji
ireverzibilni charakter. Takové ireverzibilni interakce se uplatiuji pfi vzniku velkych
koacervatl z komplexu, kdy povrchovy naboj biopolymer( je navzajem neutralizovan.

| presto, ze obecné vazba dvou molekul je fizena enthapicky, v pfipadé interakci mezi
polyelektrolyty se vyrazné zvysSuje entropie, ato diky uvolnéni velkého poctu protiiontd
a molekul vody. Ve vysledku proto celkova zména entropie je fidici silou vzniku
polyelektrolytovych komplex(.

Z predchozich uvah logicky vyplyvd, Ze tvorba polyelektrolytovych komplext je silné
zavisla na pH a iontové sile. Hodnota pH ovlivnuje vysledny pomér proteinu k polysacharidu
neboli stechiometrii komplex(, a také rozpustnost téchto komplex.

Zajimavy jev je hystereze rozpustnosti komplexu, pfipravovanych rdznou cestou. Tento
jev byl objeven pfi studiu systému albuminu a sulfatu dextranu. Pfi smichani proteinu
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a polyaniontu za podminek vedoucich k silné vzgjemné interakci (pH hodné nizsi, nez pl
albuminu) se vytvofily nerozpustné komplexy. Pfi postupném zvySovani pH doslo k jejich
disociaci, ale po opetovném snizeni pH komplexy z(istaly rozpustné. Takova disymetrie je
pravdépodobné dusledkem odliSného zpuUsobu vazby molekul albuminu za rdznych
podminek [47,48]. Stejny jev hysterezi je mozné objevit pfi manipulaci s iontovou silou [49].

Pri tvorbé komplext blizko hodnoty pl proteinu byl objeven dalsi jev tzv. kooperativni
adsorpce proteinu, kdy byla objevena vyraznd nehomogenita distribuce molekul proteinu
podél fetézce polysacharidu. Pri¢inou toho je vazba agregat(i molekul proteinu, které se tvofi
pfi pH blizkem pl. Dal$im dlUvodem takové kooperativni adsorpce mulze byt urcitd
konformacni zména fetézce polyaniontu po vazbé molekuly proteinu. Takova vazba mulze
zpusobit lokalni sitovani a zvySeni lokalni hustoty naboje retezce polyaniontu, coz
zpusobi intenzivnéjsi lokalni adsorpci proteinovych molekul [48,49].

Stabilitu takovych polyelektrolytovych komplext proti zvysené iontové sile a vysokym pH
hodnotam (vys$$im nez pl) je mozné zvysit pomoci denaturace proteinové komponenty nebo
zavedenim bivalentniho kationtu (napf. Ca®*, Cu*?). Bivalentni kation zde slouzi jako sitovaci
¢inidlo, ¢imz zvySuje stabilitu vazby. Denaturace proteinu na druhé strané vede ke zvy$eni
podilu hydrofobnich, vodikovych a koordinaénich vazeb s polysacharidem [50,57].

Komplexy proteinl a polysacharidl maji Siroké moznosti praktického vyuziti. Mohou byt
pouzity pro zvy$eni naboje a nasledné rozpustnosti a stability proteinl v roztoku.

Hydrofilita komplex(i se definuje poctem volnych povrchovych skupin atim i celkovym
povrchovym nabojem. Cim méné je téch volnych skupin, tim mensi je hydrofilita, ale
kompaktnéjsi struktura komplexu. Této vlastnosti je mozné vyuzit pro selektivni precipitaci
proteinu neboli frakcionaci.

DalSi moznosti je stabilizace olejovych emulzi pomoci vrstvy polyelektrolytovych
komplext, kterd ma vysokou povrchovou aktivitu a viskozitu. Takova vrstva je vyuzivana
rovnéz pfi enkapsulaci rdznych latek, postupnym snizovanim pH.

Tvorbou komplexu polysacharidu s enzymem, je mozné také ovlivnit pH zavislost
enzymatické aktivity. Vazba na polysacharid je schopna zachovat napfiklad aktivitu trypsinu
i pfi vy$Sich pH [52].

Existuje pocetné mnozstvi studii tvorby a charakteru komplext polysacharid a protein(.
Ball a spol. napriklad studovali interakce mezi poly(allylamin hydrochloridem) a BSA. Pomoci
turbidimetrie a mikrokalorimetrie ve své studii potvrdili stinici efekt vysoké iontové sily, ktera
brani interakcim. Pouzitim DLS metody rovnéz stanovili vétsi velikost €astic pfi fazové
separaci komplex(i a rovnéz za vys$i iontové sily. Méfenim titracni kalorimetrie potvrdili, ze
proces asociace je endotermicky, aje Ffizen zménou entropii, kdy nejvétsSi prispévek
ke zvyseni entropie mélo uvolnéni velkého mnozstvi protiiont(i do roztoku [53].

Weinbreck a spol. v jiné studii komplext karagenanu a Whey proteinu rovnéz potvrdili
zavislost rozpustnosti komplext na iontové sile a na poméru mnozstvi proteinu k polymeru.
Objevili také, ze pfidani bivalentnino vapenatého kationtu vyrazné zvysi pH hodnoty,
odpovidajici fazové separaci komplex(, coz mize byt odivodnéno zapojenim jinych nez
elektrostatickych vazeb. DalSim jejich objevem pfi turbidimetrickém méreni bylo to, Ze mala
iontova sila (45 mM NaCl) podporuje tvorbu komplex(i, kdy protiionty soli dokazou odstinit
naboj komplexd a zpUsobi jejich agregaci. Dale rovnéz obijevili zvy$eni pH hodnoty po
pfidani malého mnozstvi proteinu k roztoku karagenanu v nepfitomnosti soli, coz bylo
vysvétleno zachycenim H* iont(l nabitymi skupinami karagenanu. Pfi vétSich koncentracich
molekuly proteinu jiz schopny vytésnit tyto H" ionty, coz ma za nasledek opétovné snizeni pH
hodnoty [54].

Obecné, skoro v kazdém studiu tvorby polyelektrolytovych komplextl se muzeme setkat
s popisem minimalné dvou hodnot pH. Nejvyssi je pH, hodnota, odpovidajici po€atku tvorby
rozpustnych komplexu, které se identifikuji prevazné pomoci metod rozptylu svétla. Dalsi
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hodnota je pH,, ktera je nizsi a odpovida vzajemné neutralizaci naboje makromolekul a jejich
hodnota pH,,, ktera odpovida disociaci jiz vytvofenych nerozpustnych komplext, diky
neutralizaci molekuly polyaniontu pfi pH niz8§im, nez pK, hodnota jeho zaporné nabitych
skupin. Tato hodnota v8ak nebyla prokazana v pfipadé silného polyelektrolytu [55,56].

DalSim pfikladem je studium interakci alginatu a B-laktoglobulinu (18,3 kDa). Pomoci
isotermické titracni kalorimetrie, dynamického rozptylu svétla, turbidimetrické titrace a méreni
zeta-potencialu byla zkoumana rozpustnost komplext v zavislosti na pH. Byla prokazana
tvorba nerozpustnych komplexti a exotermicky charakter vazby pfi nizkych hodnotach
pH 3-4. Tvorba jak rozpustnych tak i nerozpustnych komplex( a endotermické procesy byly
objeveny pfi pH 5. Vyrazny pfipévek k endotermnimu signalu pravdépodobné ma uvolnéni
velkého mnozstvi malych molekul laktoglobulinu po disociaci jeho agregat(l, vyvolané
pfidanim silné nabitych molekul alginatu. Turbidimetrickda méfeni stanovily zavislost
rozpustnosti komplext pfi tomto pH na koncentraci alginatu. Nerozpustné agregaty se tvorily
pfi jeho nizSich koncentracich, ale se zvySenim koncentrace polyaniontu se rovnéz zvysila
rozpustnost komplex(l, coz bylo vysvétleno zavedenim vétS§iho negativnino naboje do
systému atim zvySeni stability. Pfi dalSim zvySovani pH na hodnoty 6 —7 byla tvorba
komplexti témér potlacena, coz bylo prokazano nizkym signalem zmény entalpie,
konstantnim mnozstvim volného proteinu v roztoku supernatantu, a Cirosti roztoku
u turbidimetrickych méreni, a to u vSech koncentraci alginatu [57].

2.4. Interakce molekul hyaluronanu a hovéziho sérového albuminu

Interakce mezi BSA a HA jsou jednim z prikladll interakci mezi kladné nabitym proteinem
a zaporné nabitym polysacharidem. Z toho vyplyva, ze jsou hlavné elektrostatické povahy
[58,43,59]. Nem(izeme vsak Uplné vyloucit uplatnéni hydrofobnich interakci a vodikovych
mUstkd. Tvorba komplex(i mezi hyaluronanem a albuminem je obecné fizena poklesem
Gibbsové energie AG <0, ktera ma entalpickou a entropickou slozky AG = AH —TAS .
Kazda vazba mezi dvéma molekulami snizuje celkovou vazebnou energii a pfispiva tak
k entalpické slozce AH . V nasem pfipadé jsou to vodikové vazby a hydrofobni interakce.
ZvySeni nebo snizeni usporfadanosti systému pfispiva k entropické slozce AS. Pri
elektrostatické interakci dvou makromolekul dochazi k uvolfiovani malych protiiont(
a zvy$eni volné entropii AS > 0. Dochazi vSak i ke zméné struktury molekuly, pfipadné
i k zabudovani molekuly vody do jeji struktury. Proces elektrostatické vazby je endotermni
AH > 0. Prfi uplatnéni v8ak dalSich nekovalentnich vazeb dochazi k uvolnéni vazebné
entalpie AH <0 avyS$Si usporadanosti systému AS <0, proces je exotermni. Jelikoz
uvazujeme hlavné uplatnéni elektrostatickych vazeb ve zkoumanych polyektrolytovych
komplexech, hnaci silou je zména entropie. Obecné podle hustoty povrchového naboje
makromolekul miizeme predpovédét termodynamické chovani komplex(. Se silné nabitymi
polyelektrolyty komplexy vznikaji endotermni reakci, se slabé nabitymi - exotermni [43].

Pfi interakcich mezi hyaluronanem a albuminem mohou vzniknout bud rozpustné
komplexy, nebo nerozpustné koacervaty. To je uréeno takovymi faktory, jako pomér molekul
albuminu k hyaluronanu v roztoku, iontova sila, pH, a délka rfetézce HA.

Takové komplexy, mizeme rozdélit na tfi druhy [58]:

1. Nerozpustné komplexy bez naboje.

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

3. Extrémné rozpustné komplexy s velkym nabojem.

Pfi takové elektrostatické interakci interaguje zaporné nabitd karboxylova skupina HA
a kladné nabité protonizované aminoskupiny albuminu. VétSinou jeden fetézec HA s urcitym
poctem karboxylovych skupin vaze na sebe nékolik aminoskupin BSA.
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Ve studii [60] bylo prokdzano, ze 5% prebytek naboje vyslednych komplexut je hranici
tvorby nerozpustnych agregatl, prebytek naboje do 10% postaci pro tvorbu malorozpustnych
komplext, a prebytek naboje vice jak 30% ma za nasledek tvorbu velmi rozpustnych
komplexu.

Kdyz se jedna o zavislosti struktury komplex(i na délce hyaluronanového retézce, ve
stejné studii bylo navrzeno, ze:

e nékolik HA s velmi kratkym fetézcem (do cca 2400 Da) interaguje s jednou molekulou

albuminu,

e HA o stfedni délce (15 kDa) se ovine kolem 1 molekuly BSA,

e do struktury klubka nativni vysokomolekulové HA se zabuduje nékolik molekul

albuminu [60]

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

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

2.4.1. Vliv lontové sily

Jak uz bylo fe€eno, iontova sila ma zakladni vliv na elektrostatické interakce, coz plati
i pro komplexy HA a BSA [67]. Takové interakce jsou nejsilnéjsi pfi slabé ale vSak ne nulové
iontové sile [62]. Soli nizkomolekularnich latek totiz stini rfetézec polysacharidu pred
interakcemi s albuminem. Cim je iontova sila vétsi, tim min molekul BSA je schopno vazby
na molekulu HA. Kromé toho, iontova sila ovliviiuje velikost a naboj vyslednych komplexu.
Ve svém studiu systému HA-BSA Lenormand a spol. [58] objevili, ze bez iontové sily jsou
vznikajici komplexy malé a kompaktni, s pfebytkem pozitivniho naboje (pochazi z albuminu).
Pro iontovou silu 5-80 mmol.I" jsou tyto komplexy neutralizované a sedimentujici (velké
koacervaty). S iontovou silou vétsi nez 80 mmol.I" jsou komplexy negativné nabité, a pfi
300 mmol.I" — velké ataké negativné nabité. Takze &im je vétsi koncentrace
nizkomolekularni soli v roztoku, tim vétsi jsou komplexy a negativnéjsi naboj téchto
komplext (coz vyplyva ze stinéni retézce). Velikost naboje komplexu je v neposledné radé
také ovlivnéna délkou fetézce hyaluronové Kkyseliny a vlastnostmi pouzitého
nizkomolekularniho elektrolytu.

2.4.2. Vliv pH

Hodnota pH ma také zasadni vliv na tvorbu komplexu mezi HA a BSA, coz obecné plati
pro vS8echny polyelektrolytové komplexy. Pfi niz§im pH, nez hodnota izoelektrického bodu
albuminu, aminoskupiny na povrchu BSA jsou vice protonizované, a proto lépe interaguji
s karboxylovymi skupinami HA. Optiméalni pH pro takovou interakci se pohybuje kolem
hodnoty 4, jelikoz hodnota izoelektrického bodu albuminu je pI=4,9 [63] a disociacni

konstanta karboxylovych skupin hyalurovové kyseliny pK, =29 [2]. Pf vy$§im pH

nez 4 protonizace se zhorsi, a tim se snizi pocet interakci [59]. Grymonpre a spol. studovali
vliv kombinace iontové sily a pH na chovani molekuly BSA v roztoku [64]. Jejich objevem
bylo, ze pfi vy$Si iontové sile je potfeba niz§iho pH na protonizaci aminoskupin proteinu.
Xu a spol. studovali vliv pH na rozpustnost komplexti HA-BSA. Vysledkem bylo, ze pH, pfi
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kterém dochazelo k vysrazeni komplext, zaviselo na koncentraci pfidaného albuminu. Cim
vy$Si ta koncentrace byla, tim vy$$i hodnota pH byla potfebna pro vyvolani fazové separace.
Je to pravdépodobné spojené s vyse zminénou protonizaci molekuly albuminu. Cim nizsi je
pH, tim vétsi je protonizace, a tim méné molekul je potieba pro neutralizaci naboje HA [65].

2.4.3. Vliv poméru molekul proteinu k molekuldam polysacharidu

(55
[HA]

i vysledny naboj komplexd. Pfi nizkém zastoupeni BSA molekul a ¢ mensim, nez hodnota

Pomér koncentrace BSA ke koncentraci HA ¢ = ovliviiuje tvar a pochopitelné

odpovidajici fazové separace, jsou komplexy velké. Takovy jev je mozné vysvétlit tim, ze
“nahodné klubko” polysacharidového fetézce se zacina vlivem interakci s molekulami BSA
‘rozplétat’”, komplex je potom zaporné nabity (prfebytek volnych COO" skupin). P¥i
koncentraci BSA, odpovidajici poméru ¢ fazové separace, komplexy HA a BSA jsou
neutralni, podléhaji agregaci a sedimentuji. Pfi koncentraci odpovidajici poméru ¢ vysSimu,
nez ¢ fazové separaci, komplexy jsou nabité kladn&, coz zajiStuje prebytek volnych
aminoskupin albuminu, jsou malé diky tzn. “smrsténi” fetézce HA plné nasyceného
molekulami BSA. VoIné kladné naboje BSA se rozmisti na povrchu komplexu (Obrazek 6).
Predpoklddané elektrostatické odpuzovani molekul BSA v ramci jednoho fetézce HA je
pravdépodobné kompenzovano jednak vazbou na zaporné nabity fetézec HA a za druhé
také kvuli nerovnomérné distribuci naboje na povrchu molekuly albuminu a tim moznosti
vyskytu interakci mezi molekulami proteinu. Toto ale plati s predpokladem pouziti
vysokomolekulové HA [58].

Lenomard a spol. ve svém vyzkumu kvantitativné stanovili pomér po&tu molekul BSA ku HA

BSA
v komplexech v momenté fazové separace, a to na hodnotu (/):% =3,14. Vypocet byl

proveden pro hyaluronovou kyselinu s molekulovou hmotnosti 0,9 MDa apro BSA
s predpokladem molekulové hmotnosti 67 kDa pfi pH 4 [58].

Neutralni komplexy

Negativné & &)
nabité xn
komplexy r. % Potitivné nabité
komplexy
= \\‘ - % +
l .'_‘ .(6\ m‘ ° :.
- " 4 S -
6 BotPso P
=== | “. X ) | 180 nm
370 >4 C‘"‘
nm ‘. ~‘ ‘. .
® 2 ) DS ® ssa
&3 HA
Tvorba koacenvat e
Agregace a

precipitace komplext

Obrazek 6. Struktura komplexi HA-BSA v zavislosti na mnoZstvi BSA
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Obrazek 7. Model vzniku komplext HA-BSA [65]

2.5. SEC

Size exclusion chromatography — je chromatografickd metoda zaloZzena na rozdéleni
¢astic analytu podle jejich hydrodynamického objemu (velikosti).

Princip SEC spociva v tom, Ze povrch stacionarni faze je bohaty na péry rizné velikosti,
které tvori soustavu r(izné velkych kandalkd, kterymi musi projit ¢astice analytu rozpusténé
v mobilni fazi. Cim mensi je &astice, tim vétsim podtem kanalk(i projde, a tim je jeji retenéni
Cas vyssSi. Vétsi castice projdou mensim poctem kanalk(i a zdrzi se v koloné méné. Takhle
se uskutecni rozdéleni analytu na zakladé hydrodynamického objemu jeho &astic. Tomuto
efektu se také fika ,molekulové sito“[66].

Instrumentace SEC v sobé zahrnuje nékolik dulezitych komponent, na vybéru kterych
zalozena bud na pérovitém silikagelu anebo na rlznych organickych gelech. Pro spravny
vybér kolony, za prvé musi byt pellivé vymezen rozsah separace pro vysoko nebo
nizkomolekulovy analyt. Kolony s mensi velikosti ¢astic naplné maji vyssi rozliSeni, ale
zpusobuji  vétsi tlak v koloné, mohou zpUsobit naruseni struktury obzvlast
u vysokomolekulovych analytd ajsou vice nachylni na kontaminaci. Existuji kolony
i s kombinovanou naplni, které maji ¢astice napiné o rizné velikosti, a proto se vyznacuji
rliznou porozitou podél kolony. Za ucelem prodlouzeni zivotnosti kolony by se nemela ménit
mobilni faze a kolona by se rovnéz nikdy neméla pouzit v opacném sméru. Mel by se také
davat pozor na vzduchové bubliny a znecisténé analyty, které mohou vyrazné poskodit napli
kolony, [67,68]. Mobilni faze se pouziva bud vodni, avtom pfipadé je to gelova filtraéni
chromatografie, nebo organicka, pro kterou se pouziva termin gelova permeacni
chromatografie. Pouzita mobilni faze musi byt dobrym rozpoustédlem pro analyt, ktery musi
byt rovnéz bez pfipadnych agregatu.

Béhem separace je nezbytné udrzeni konstantniho pritoku, ktery zaruc¢i pumpa. Hlavni
podminkou je bezpulsovy tok, které mohou zarugit stfikackové reciproké dvoupistové pumpy.
Posledni mohou mit bud paralelni anebo sériové usporadani. Pulsovy tok zde mlze byt
vyrovnan pouzitim speciélniho tlumice pulst [67].

Dalsi dulezitou komponentou je detektor. Koncentracni detektor je nezbytnym minimem
pro analyzu a nej¢astéji se jako koncentracni detektor pouziva diferenéni refraktometr (dRI).
DalSi detektory se voli podle potfeby a charakteru analytu. Prikladem je UV-VIS detektor,
ktery se pouziva hlavné pro detekci proteinl [69], a fluorescencéni detektor, ktery je citlivéjsi
nez UV-VIS detektor. NejvyznamnéjsSim detektorem v SEC je vSak detektor rozptylu svétla.
LALS — Low Angle Light Scattering — je metoda detekce, kde se pouziva jeden detektor
rozmistény pod uhlem blizkym 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 detektorl, umisténych pod rliznymi uhly. Detektory rozptylu svétla jako
LALS a MALLS pfi znalosti pfesné koncentrace dovoluji urcit molekulovou hmotnost analytu
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vychazejiciho z kolony. LS detektory navic mohou eliminovat riizna zkresleni molekulové
hmotnosti, ktera jsou uréena jenom pomoci SEC (vlivy interakci, tvaru atd.). DalSi moznosti
je viskozitni detektor, kterému je vénovana celd kapitola (viz kapitola 2.7), arovnéz
hmotnostni spektrometricky detektor, pouziti kterého je véak dost omezené, kvuli moznosti
kontaminaci detektoru ionty mobilni fazi.

Chovani analytu béhem separace bohuzel neni vzdy idealni. Vice nebo méné dochazi
k nezadoucim interakcim analytu se stacionarni fazi, které vedou ke zkresleni retenénich
casu. Tyto interakce jsou ve vétsiné pripadu elektrostatické nebo hydrofobni povahy [70].
Nejbéznéjsi zplsob eliminace téchto nezadoucich interakci je zvy$eni iontové sily pridavkem
soli do mobilni faze [77]. Mechanismus je zalozen na stinéni nabitych skupin stacionarni
faze ionty soli. Prili§ vysoké koncentrace soli v§ak jiz mohou zplsobit shlukovani castic
analytu [72]. Zabranit sekundarnim interakcim muze také pridavek organickych latek, jako
napfiklad arginin [73]. Dals$im zplUsobem je zména pH mobilni faze, coz hlavné ovlivni
konformaci biomakromolekul analytu a tim i moznost interagovat se stacionarni fazi [71].

2.5.1. Teorie vyluéovaci chromatografie

Na Obréazek 8 je znazornén cely princip GPC analyzy (gelova permeacéni chromatografie).
Kde mlzZeme vidét rozdéleni castic analytu podle jejich velikosti. Nejvétsi Castice maji
nejkrat$i drahu pfi prlichodu kolonou a vylucuji se z kolony jako prvni, protoze jejich rozmér
jim nedovoluje vstoupit do mensich pér stacionarni faze. Mensi Castice jiz vstupuji do por(
stacionarni fazi a jejich vysledna draha v koloné je delsi, a proto je rovnéz delsi retencni ¢as
takovych &astic pfi separaci. Cim jsou &astice mensi, tim pozdé&iji se potom vyluéuji z kolony.
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Castice naplné stacionarni fazi
Obrazek 8. Struktura stacionarni faze a princip retence

SEC separace je videdlnim pfipadé fizena pouze entropii. Termodynamiku SEC
chromatografii je mozné popsat pomoci rovnice:

InK, =-AS°/R (1)
Kde AS° je rozdil entropie, Rje plynova konstanta, K , je termodynamicky retencni faktor

v SEC
Jelikoz zde entalpicky pfispévek je nulovy AH® =0 , teplota by neméla ovliviiovat retenci.
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Retencni faktor v SEC je mozné také definovat jako objem pérli pfistupnych analytu:
_ VR _Vo
Vv

4

Ky (@)

V. je reten¢ni objem analytu, V, objem kolem c¢astic stacionarni faze (mezni), V, objem
uvnitr pord.

K,, mize nabyvat hodnot od 0, kdy analyt je UpIné vylou€en z péru stacionarni faze, az
do 1, kdy analyt ma plny pfistup k périim uvniti stacionarni faze. Pokud z vypoctu vychazi
hodnota K, >1, znamena to, Ze se uplatiuji nezadouci interakce analytu se stacionarni
fazi.

Kineticky aspekt chromatografické metody |ze popsat zakladni rovnici Van Deemtera,
ktera popisuje vySku teoretického patra:

H:adp+me/u+cud§/Dm zadp+cud§/Dm (6)

Kde U je linearni rychlost pratoku, D, difuzni koeficient, d, velikost ¢astice.
Z rovnice je vidét, ze &im vetSi jsou Castice (dﬁ), a ¢im vyssi je pratokova rychlost u, tim

vy$Si je hodnota teoretického patra a tim horsi je separace. Naopak ¢im mensi jsou €astice
naplné kolony a ¢im je pomalejsi prutok, tim nizsi je teoretické patro a vys$si ucinnost kolony.

Optimalni podminky provedeni separace by se mély volit podle konkrétni analyzy. Existuji
vSak urcité zasady provedeni analyzy pomoci SEC. Koncentrace soli v mobilni fazi nesmi byt
moc vysoka, jinak se zvySuje riziko shlukovani molekul atim dochazi i ke zvétSeni jejich
molekulové hmotnosti. Mélo by se rovnéz zabranit kontaminaci bakteriemi, které jsou
schopné rozkladdat nékteré biomolekuly a jsou tézko odstranitelné z kolony [74]. Objem
nastfikovaného vzorku nema presahovat objem kolony a vétSinou €ini pouze 5-10 % od
objemu kolony. Velké objemy nastfiku zplsobuji asymetrii a rozsifovani pik( [75]. Kvdli
lepsimu rozliSeni rychlost pratoku mobilni faze ma byt docela nizka [76]. Délka kolony je
rovnéz dulezita, optimalni separaci dosahneme s délkou kolony 30 cm. Pro zlepseni
separace je mozné zapojit nékolik kolon sériové (tandemové) za sebou [77], ale samoziejmé
v tom pfipadé se prodlouzi i Cas analyzy. Velikost Castic stacionarni faze by mél byt co
nejmensi, optimalni primér castic je 1-2 um [78].

2.6. MALLS

Multi Angle (Laser) Light Scattering neboli MALLS je dalS§i metoda detekce na vystupu
SEC kolony. Vyhodou takové kombinace je absolutni charakterizace a uréeni molekulové
hmotnosti analytu i v pfipadé jeho vyrazné polydisperzity. Pfi pouziti MALLS neni potreba
kalibrace pomoci standard(i s pfesné definovanou molekulovou hmotnosti. A navic urceni
molekulové hmotnosti pomoci MALLS neni zkresleno tvarem molekul analytu. S takovym
zkreslenim se mlzeme setkat u konvencni analyzy SEC (bez detektoru rozptylu svétla
MALLS), kde tvar molekul analytu se mize li$it od tvaru molekul pouzitych standardd, a ve
vysledku vest k odliSné retenci a vysledné k chybé pfi urCeni molekulové hmotnosti [ 79].

Obecny princip rozptylu svétla je takovy, ze pfi dopadu svételného paprsku na castici,
elektricka slozka elektromagnetické viny tohoto paprsku zpUsobuje polarizaci této Castice.
A timto zpusobem v ¢astici vznika indukovany dipdl, ktery emituje elektromagnetickou vinu
o stejném kmitoCtu jako dopadajici svétlo, coz ve vysledku pozorujeme jako rozptylené
svétlo. Pfi dopadu primarniho paprsku svétla na ¢astici dochazi k jeho rozptylu do rdznych
sméru, detektor zaznamenava intenzitu tohoto rozptyleného svétla vzdy pod urcitym uhlem.
Detekce MALLS je detekce statického rozptylu svétla. Pri statickém rozptylu se méri Easové
pramérna intenzita rozptyleného svétla. Pfi dynamickém rozptylu svétla se méfi jeho
fluktuace s casem.
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Rayleighova rovnice pro rozptyl svétla molekulami zfedéného plynu byla vyjadrena jako
vztah [80]:
i,0) 7*-a; FH)

2 4 2
I, g AT

(3)

[, (0) je intenzita svétla rozptyleného jednou €astici pod uhlem 6,
I, je celkova intenzita primarniho zareni,

o, polarizovatelnost Castice (moment indukovaného dipolu),
6 rozptylovy uhel (uhel pozorovani),
€, permitivita vakua,
Avlnova délka primarniho rozptyleného zareni (h),
r vzdalenost detektoru.
V teorii rozptylu svétla obecné bereme v uvahu elasticky rozptyl svétla, kde kmitocet

a vinova délka primarniho a rozptyleného svétla se od sebe neliSi. Rozptyl svétla a vztahujici
k nému rovnice se hlavné lisi podle koncentrace €astic a jejich velikosti.

Po vyjadreni polarizovatelnosti Castic ¢, v rovnici (3) pomoci inkrementu indexu lomu

on/ow dostaneme vztah pro intenzitu rozptylu svétla v zredénych soustavach s éasticemi
velikosti mensi nez A/20:

. 4 Z‘F . 2 2
i(0) _4x*-F(0) .[@) Mw (4)
I, N, A r ow
Kde n02 je index lomu disperzniho prostredi.
Pro eliminaci geometrického usporadani celého systému se zavadi Rayleightiiv pomér,
ktery vyjadfuje intenzitu rozptyleného svétla, prepocitanou na jednotkovou vzdalenost od

detektoru a uhel @ =0°.U malych ¢astic RayleighGv pomér na uhlu pozorovani nezavisi, coz
ale neplati pro vétsi Castice.

R(0)- . 0) ©)

Kde konstanta F(H) charakterizuje polarizaci svétla.

Je-li dopadajici svétlo vertikalné polarizovano, rozptylené zareni se Sifi taky ve vertikalni
ose a ve vSech smérech se stejnou intenzitou. Pro jednoduchost vypoctu se v experimentech
pouziva jen vertikalné polarizované svétlo, kde

F@)=1 (6)

Pfi horizontalné polarizovaném svétle, intenzita rozptyleného svétla jiz zavisi na uhlu
pozorovani:

F(0)=cos* @ 7)
Takze pfi uhlu 8 =0° intenzita je nezménéna a pfi & =90° klesne az na nulovou hodnotu.

Nepolarizované svétlo povazujeme za slozené ze dvou kolmych komponent. Pod uhlem
@ je intenzita dana souétem horizontalné a vertikalné polarizované slozky:

F(6)=(1+cos>6)/2 ()
Na nasledujicim obrazku je znazornéna zavislost intensity rozptyleného svétla na
polarizace svétla.
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Obrézek 9. Uhlové rozloZeni intenzity svétla rozptyleného malou izotropni &astici v roviné xy
pfi: 1 - vertikdiné polarizovaném, 2 — horizontalné polarizovaném, 3 - nepolarizovaném
primarnim paprsku. Délka pruvodic¢e udava intenzitu rozptylu pod thlem 6

V pfipade dokonale homogenity disperzni soustavy nepozorovali bychom zadny rozptyl
svétla kvlli interferenci rozptylenych paprski vychazejicich z jednotlivych ¢astic a jejich
vzajemnému vyrudeni. Zadny systém vsak neni dokonale homogenni, fluktuace hustoty
v kapalinach a hlavné fluktuace koncentrace v disperznich soustavach zplsobuji zménu
polarizovatelnosti objemovych elementl systému.

a, =(a,)+da, 9)
Kde <a6> je primérna polarizovatelnost objemového elementu, dcr je jeji Casova odchylka,

Vysledna intenzita rozptyleného svétla je dana podilem vin, které se interferenci nerusi, a je
zavisla na okamzité hodnoté o« .

Po vyjadfeni téchto fluktuaci polarizovatelnosti oo pres koncentracni fluktuace a derivaci
osmotického tlaku, a po dosazeni téchto hodnot do plvodni Rayleighovy rovnice (3)
dostaneme Enstein-Debyeuv vztah:

iv(ﬁ) 1 4r’ -né-F(@)-w onY
A 1 \ow 1o
0 ¢ NA-24-r2-[M+2-A2-w+...) v

Pritomnost druhého viralniho koeficientu A, znamena, Ze intenzita rozptyleného sveétla

zavisi také na termodynamickém chovani systému, neboli na interakcich & vzajemném
pUsobeni mezi ¢asticemi a rozpoustédlem. Tyto interakce maji pfevazné vliv na koncentracni
fluktuace a nasledné na polarizovatelnost.

U Eastic stredni velikosti (vétSi nez A/20) uz musime pocitat s interferenci svétla
vychazejiciho z jednotlivych bodl jedné cCastice. Viny prichazejici do detektoru zjedné
Castice nejsou ve stejné fazi a vysledna intenzita je nizsi. Zeslabeni je vSak zavislé na uhlu
pozorovani 6. Pfi @ =0°intenzita rozptyleného svétla se neméni, pfi 8 =180° je intenzita
nejvice zeslabenda. Z tohoto divodu se zavadi rozptylovy faktor P(H), ktery charakterizuje

interferenéni zeslabeni rozptylu na vétSich €asticich a je vyjadfen pomoci rovnice:
R(0)
PO)=—=% 11
©) 0 (11)
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Kde R(H)je Rayleighlv pomér, R(O) je RayleighQv pomér v nepfitomnosti zeslabeni

Pro vypocet rozptylového vektoru P(H) je potieba vyjadrit rozdil fazi svételnych paprskii
ve formé goniometrické funkce, secist funkce vin pochéazejicich ze vSech bod( Castice.
Dostaneme tak vyslednou vinu pfichazejici do detektoru. Castice navic ma urcitou polohovou
orientaci v(ci vinovému vektoru, a vykonava tepelny rotacni pohyb. Proto musime vypocitat
i primeér pres vSechny mozné orientace Castice. P(H) predstavuje pomér takto vypoctené

intenzity k hodnoté i, (0) z Rayleighovy rovnice (3)

Obecna rovnice pro rozptylovy faktor, kterou odvodil Debye je:
n n Sin quj

PE)-—5> Y

j=1 =t 4t
n je pocet bodovych zdrojli, kterym je nahrazena velka castice,
r; je vzdalenost mezi i-tym a j-tym bodovym zdrojem.

(12)

Pokud uhel 6 nebo pomér %jsou malé, obecnou rovnici pro P(H) mUzeme psét ve formé

rozvoje:
. 2 4
S (13)
X 6 120
Kde x=gqr; a g je vinovy vektor, ktery je roven:
q :%-sing (14)
2 2
PO)=1-Lg2 +..=1-107 -%-sngJr... (15)

kde s’ je gyracni polomér (stfedni kvadraticky polomér), ktery charakterizuje rozlozeni
hmotnosti v ¢astici, a mizeme ho vyjadrit pomoci vztahu:

1 n n
2 2
Y (16
2n” 33
Z téchto rovnic mlzZeme usoudit, Ze rozptylovy faktor klesa srostouci velikosti

(soucinem gr; ), a jelikoz vinovy vektor q2 je pfimo umreny sinzg, P(H) klesa pfi narlstu

uhlu pozorovani 6 od 0 do 180°, kde nabyva své minimum.
Pro experimentalni stanoveni intenzity rozptyleného svétla ¢asticemi mensimi nez
A/20 se pouzivéa zjednoduseny Einstein-Debyelv vztah:
K- 1
SN 104wt (17)
AR() M
AR(0)=R(6)~ R, (0) (18)
Kde RO(Q) je Rayleiglv pomér v Cistém disperznim prostredi, a R(H) je Rayleiglv pomér
v prostiedi s méfenym disperznim podilem
Soubor optickych konstant na pravé strané rovnice (17) K je vyjadien rovnici:

4z nl(onY

K= —f[—” (19)
N, -2 \ow

Ktera v sobé zahrnuje index lomu Cistého rozpoustédla n,, vinovou délku primarniho zareni

A ainkrement indexu lomu on/ow.

24



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

K-w
AR(0)
primku, z useku které na ose y vypocCitame M a ze smérnice A,. U malych Castic rozptyl

svétla nezavisi na Uhlu pozorovani, vzhledem k ¢em(iz nemlzeme zde vypocitat gyracni
polomér.
Pro €astice vSak vétsi nez A/20 do predchozi rovnice musime zapocitat rozptylovy faktor
P@).
K-w 1 N 2A,-w N
AR(B) M-P(©B) P(6)
Kw 1 16z° s . ,0

m:ﬁ—i_ i ?-Sln 5 (w—0) (50)

()

0 =0° z useku na ose y stanovit ﬁ a ze smérnice piimky odpovidajici € =0° rovnéz

(20)

Podle této rovnice jsme schopni sestrojit graf oproti sin”>—, a po extrapolaci na

gyracni polomér s.
Zimm(v diagram (11) nam soucasné dovoluje zahrnout extrapolacina & —-0° a w —0.

1
Po extrapolaci dostaneme dvé protinajici na ose pofadnic €ary (v bodé M) S rovnicemi:

ﬁ:L+2ﬁ-k'w pro 8 —0° (21)
ARB) M Tk
K-w 1 l6x° s . ,0
m—ﬁ+37-?-sm 5 pro w—0 (22)
Ze smérnice prvni rovnice vypocitame druhy virialni koeficient A,, ze smérnice druhé
rovnice gyraéni polomér s.

' W k " k w, 511]2%_’_]‘_.“)

5,1112 91

Obrazek 10. Zimmdav diagram

Spojenim SEC chromatografii a MALLS detektoru mGzeme uréit hodnoty M, (hmotnostni
primérna), M, (pocetni primérnad), M _(velikostni-primér), gyracni polomér s a druhy
viridIni koeficient A, . Pfi zapojeni viskozimetru jsme také schopni ur€it i vnitfni viskozitu [n].
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Teorii rozptylu svétla v podrobnéjSim vykladu je mozné najit v pouzitych zdrojich:
[79,80,81,82].

2.6.1. Dulezitost inkrementu indexu lomu pfi analyze rozptylu svétla polyelektrolyty.

Polyelektrolyty na rozdil od klasickych polymer( vykazuji zvy$enou expanzi struktury
nahodilého klubka (ve vodném prostiedi bez pfitomnosti pfidanych protiiontl), coz se
projevuje hlavné na hodnoté gyracniho poloméru. Kromé toho, polyelelektrolyty méni
vyraznéji své vlastnosti se zménou okolnich podminek. Kvuli pfitomnosti velkého poctu
protiiontl, termodynamické vlastnosti a druhy viridini koeficient jsou silné zavisle na
charakteru téchto protiiontl. Méfeni rozptylu svétla u elektrolytu je mozné pouze
v pfitomnosti nizkomolekularniho elektrolytu (soli). V pfipadé mérfeni rozptylu svétla
polyelektrolytll se musi brat v avahu pfitomnost protiiontd na povrchu polymeru, které
dokazou ovlivnit jak hodnotu molekulové hmotnosti, tak i polomér.

V svém studiu Maret a spol. prokazali, ze charakter pouzitych protiiontl v roztoku
rozpous$tédla a mobilni fazi dokaze vyrazné ovlivnit hodnotu inkrementu indexu lomu a s tim
spojenou hodnotu molekulové hmotnosti. V této praci byly studovany poly L-lysinové (DGL)
dendrigraftové polyelektrolyty s pouzitim riznych protiiont(i (Trifluoracetat TFA, CO52, PO,?,
CI"). Byly pfedem naméfeny hodnoty inkrementu indexu lomu pomoci diferencialniho
refraktometru, které byly dale pouzity pfi analyze rozptylu svétla pfi SEC-MALLS analyze
vzork(. Hodnoty inkrementu indexu lomu se vyrazné liSily v zavislosti na pouzitém protiiontu
v rozsahu od 0,1149 az po 0,1905 mL g”. Bylo stanoveno, Ze &im vy$si je molekulova
hmotnost protiiontu, tim niz8i je hodnota inkrementu indexu lomu daného polyelektrolytu
(CI" < CO52 < PO4® < TFA), coz mélo za nasledek vyrazné rozdily ve vysledné stfedni
molekulové hmotnosti Mn (21 500 az 38 700 g mol™"). Nasledné byla provedena korekce
hodnot inkrementu indexu lomu podle obsahu celkového Lysinu pomoci stanoveni celkového
dusiku Kjeldahlovou metodou (TKN). Podle hodnoty aktualni koncentrace DGL bez protiiontu
byla provedena korekce namérenych hodnot inkrementu indexu lomu, které uz byly vyrazné
vy$8i, a zpétné vypocitana stiedni molekulova hmotnost, ktera uz odpovidala teoretické
hodnoté prislusejici stupni polymerizace L-lysinu v DGL [83].

2.6.2. Aplikace metody SEC MALLS pro analyzu biopolymert

Polysacharidy

Polysacharidy jsou bioaktivni slouceniny pfirodniho plvodu a jsou vyznamnou latkou
v biomedicinskych, farmaceutickych a potravinarskych aplikacich. Nicméné jejich vlastnosti
uzce souvisi s jejich molekulovou hmotnosti, coz déla jeji pfesné stanoveni nezbytnym
krokem pfi pouziti hlavné v oblasti medicinskych aplikacich. Bylo vyvinuto spoustu zpUsob(
kvantitativni analyzy a charakterizace polysacharidud, vétSina z nich vSak predstavuje prilis
slozité postupy s nutnosti degradace molekuly polymeru anebo pfili§ casové narocné
metody, jako HPLC-MS. SEC-MALLS se proto nabizi jako pomérné rychla a jednoducha
metoda bez nutnosti degradace analytu. Pro analyzu vybranych polysacharid(l pochazejici
z medicinskych rostlin P. ginseng, P. notoginseng a P. quinquefolius byly pouzity metody
SEC-MALLS, HPLC-ELSD a zkouska na fenol a kyselinu sirovou. Pficemz se zde metoda
SEC-MALLS projevila jako nejpresné;jsi [84].

Metoda SEC-MALLS byla také vyuzita pfi stanoveni molekulové hmotnosti hyaluronové
kyseliny ato v nékolika studiich. Je dobfe znamo, ze funkce hyaluronové Kkyseliny
v organismu je zavisla na jeji molekulové hmotnosti. Proto pro medicinské aplikace je
nesmirné dullezité presné stanoveni jak molekulové hmotnosti, tak i jeji polydisperzity. Jako
jedna z metod pro tento ucel je jiz pouzivana kapilarni viskozimetrie, ktera na zakladé Mark-
Houwinkové rovnice a stanovené hodnoty vnitfni viskozity je schopna urCit stredni
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molekulovou hmotnost a také parametry spojené s konformaci molekuly. Pfi vyuziti metody
SEC-MALLS, rozptyl svétla je také schopen kromé molekulové hmotnosti poskytnout i
hodnotu druhého viridlniho koeficientu nesouciho informaci o chovani molekuly v roztoku
(vylouceny objem, aexpanse struktury). Existuji ale uréité limitace, ato hlavné
u vysokomolekulového hyaluronanu, ktery ma tendenci cCéasteCné degradovat vlivem
mechanického tlaku pfi prichodu kolonou a také interagovat se sousednimi molekulami i pfi
velmi nizkych koncentracich. Casteénou degradaci polymeru vdak muze zpUsobit i filtrace
pfed samotnym méfenim. V jedné studii byla porovnana pfesnost nékolika metod pro
stanoveni molekulové hmotnosti jak nizkomolekulového tak ivysokomolekulového
hyaluronanu. Vybrané metody kporovnani byly Kkapilarni viskozimetrie, metoda
koncentraéniho gradientu s detekci rozptylu svétla (CG-MALLS), SEC-MALLS, metoda
frakcionaci v asymetrickém silovém toku opét s detekci rozptylu svétla (AFIFFF-MALLS)
a horizontalni elektroforéza na agarozovém gelu. Vysledkem bylo stanoveni stejné efektivity
analyzy SEC-MALLS v porovnani s ostatnimi metodami [85].

V dalsi praci byla metodou SEC-MALLS studovana degradace hyaluronanu o riiznych
molekulovych hmotnostech v zavislosti na podminkach a dobé skladovani. Metodou SEC-
MALLS zde byl pozorovan pokles molekulové hmotnosti hyaluronanu skladovaného pfi riizné
teploté béhem rdzné doby [86].

Proteiny

Kromé polysacharidi metodou SEC-MALLS je mozné zkoumat i dal$i biopolymery jako
proteiny. Velké mnozstvi soucasnych biofarmaceutickych preparatli jsou formulovany
na zakladé proteinovych molekul, a udrzeni jejich stability je nezbytné pro zachovani
biologické aktivity. Pro studium agregaci proteinu existuje velké mnozstvi dostupnych technik
jako analyticka ultracentrifugace, hmotnostni spektrometrie, gelova elektroforéza (SDS-
PAGE) a také SEC-MALLS. SEC-MALLS metoda ma obrovskou vyhodu v tom, ze poskytuje
absolutni hodnotu molekulové hmotnosti a je prakticky nedestruktivni vici strukture proteinu.

Hongping Ye ve své studii [87] se zaméfil na zkoumani stability rlznych proteini
zarlznych stressovych podminek ato jak metodou SEC-MALLS tak igelovou
elektroforézou. V této praci byla prokazana vyhoda vyuziti metody SEC-MALLS jako pfesné
arychlé analytické metody pro stanoveni molekulové hmotnosti, agregace a degradace
proteinl. Byly zkoumany proteiny BSA, glykoprotein r-hCG, monoklonalni protilatky ReoPro,
Herceptin a glyceraldehyd-3-phosfat dehydrogendza (GAPDH). Vybrané molekuly protein(i
byly podrobené rlznym denaturacnim podminkam vcetné zvysené teploty (40-70°C)
a nizkého pH, a rovnéz byla zkoumana dlouhodobd stabilita pfi laboratorni a snizené teploté
(4°C). Pro komplexni biopolymery jako glykoprotein r-hCG neexistuji tabelované hodnoty
dn/dc. Méfeni inkrementu indexu lomu glykoproteinu bylo provedeno se zapojenim tretiho
UV detektoru, a inkrement indexu lomu byl nasledné prepocitan podle obsahu proteinové
slozky. Molekula glyceraldehyd-3-phosfat dehydrogendza (GAPDH) se sklada ze
4 podjednotek, které v8ak pfi analyze gelovou elektroforézou disociuji. Proto velkou vyhodou
metody SEC-MALLS zde je to, podjednotky zlstavaji pohromadé, coz umoznuje nasledné
urCeni presné molekulové hmotnosti celého enzymu [87].

Komplexy biomakromolekul

Vice komplikovany pfistup pro analyzu metodou SEC-MALLS vyzaduji komplexy
skladajici se z molekul rizné povahy. Obecné komplexy protein-polysacharid maji relativné
vysokou polydisperzitu a ¢asto obsahuji dvé hlavni frakce s rlznou molekulovou
hmotnosti [88,89].

Yanfei Peng a Lina Zhang se ve své praci [88] zabyvali studiem glukano-proteinového
komplexu izolovaného z houby G. tsugae. Pfi své studii vyuzili metody SEC-LLS, kde
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metodou detekci slouzil opét rozptyl svétla, ale na rozdil od MALLS pouze s jednouhlovym
rozptylem svétla (laser light scattering). Pfed provedenim samotného mérfeni, byl opét
pfedem stanoven inkrement indexu lomu ato mérenim na optickém refraktometru. Bylo
objeveno dvé frakce s velkou polydisperzitu. Prvni frakce méla molekulovou hmotnost kolem
3,5 MDa a strukturu kompaktniho klubka, kdyz druhd frakce (s nejvétsi zastoupenim) méla
molekulovou hmotnost pouze 63 kDa a strukturu flexibilniho fetézce. Po oS$etfeni vzorku
trypsinem, byla objevena degradace komplex(i a uvolnéni molekul proteinu z komplex(l. Dale
v analyze byl také zapojen UV detektor, ktery prokazal pfitomnost vétSiho proteinového
podilu u lehéi frakce (63 kDa) [88].

V dal$i praci [89] metoda SEC-MALLS byla vyuZita pro charakterizaci komplexu
celulosovych derivatl s tenzidem SDS. Pied mérenim, stejné jako v predchozich studiich,
prvné byla stanovena hodnota dn/dc, a to mérenim nejprve samotnych komponent komplex(
a nasledné matematické kalkulaci podle obsahu kazdé komponenty v komplexu. V tomto
studiu molekuly detergentu SDS byly obsazeny pouze v mobilni fazi, takze k interakcim mezi
derivaty celulézy a detergentem dochazelo béhem separace v SEC koloné. Bylo objeveno,
ze pfi nizkych koncentracich SDS v mobilni fazi, molekuly polymeru mély tendenci
k intermolekularnim elektrostatickym a také hydrofobnim interakcim. Obecné do koncentrace
detergentu cca 5 mM, molekulovd hmotnost vyluCovanych c¢astic narlstala, coz
pravdépodobné znamenalo akumulaci molekul detergentu podél retézce polymeru. Od uréité
limitni koncentrace v$ak (5 mM) molekulovd hmotnost zalala klesat az k hodnoté
odpovidajici Cistému polymeru. Béhem experimentu nebyla vSak stanovena vyrazna zména
gyrac¢niho poloméru, coz svéd¢i o celkem stabilni konformaci polymeru, ato pfi rdznych
koncentracich pfidaného detergentu.

Zkoumat pomoci metody SEC-MALLS interakce mezi polysacharidy a proteiny a jejich
komplexy je mozné pfi zapojeni minimalné tfech detektor(i, jeden z kterych je UV-VIS
detektor. Pfikladem tomu je studium interakci vysokomolekulového heparinu se zakladnim
fibroblastovym rustovym faktorem (bFGF), kde pomoci zapojeni UV-VIS detektoru bylo
umoznéno stanoveni pifesného mnozstvi vazebného proteinu a také celkové stechiometrii
komplext [89].

2.7. Viskozitni detektor
Viskozitni detektor uréuje hodnotu vnitini viskozity [n ] neboli limitni viskozitni Eislo, které
je dano nasleduijici rovnici:

[n]zlim—n_no _ lim L

c—>0 UOC >0 ¢
Kde 7 je viskozita disperzni soustavy [Pa.s], 7, je viskozita disperzniho prostredi [Pa.s], 7,

je specificka viskozita a cje koncentrace disperzniho podilu (hmotnostni, molarni, objemovy
zlomek)

Diferencialni viskozimetr méfi jak viskozitu cCistého rozpoustédla (mobilni faze) tak
viskozitu roztoku analytu. Méfi se tlakovy rozdil na konci kapilar. U riznych typ( viskozitnich
detektorl se pouziva rlzny pocet kapilar. Vizkotec detektor napfiklad zapojuje az 4 kapilary,
které jsou usporadany do tzv. Wheatstonového okruhu.

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

lr]=k -m°
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Kde [77] je vnitfni viskozita, K je konstanta, M je molekulova hmotnost, aje konstanta
charakterizujici dvojici polymer-rozpoustédio.

2.8. Dynamicky rozptyl svétla
Dynamicky rozptyl svétla neboli fotonova korelaéni spekiroskopie méfi fluktuace intenzity
rozptyleného svétla v ¢ase.

I(t)
n

Obrazek 11: Zakladni usporadani DLS

Brownlv pohyb dispergovanych ¢astic hraje zasadni roli pro stanoveni rozptylu svétla,
jelikoz rizné velké castice se mezi sebou li$i rychlosti pohybu. Svétlo se rozptyluje ¢astici
jen po dobu, kdy se ta nachazi v oblasti dopadajiciho zareni. Kvlli velkému mnozstvi ¢astic
v disperzni soustavé dochazi k interferenci rozptylenych paprski pochazejicich z riznych
gastic. Interferenéni obrazek se méni s &asem (fadové 107az107s), ato kvlli vyse
zminénému Brownovu pohybu €astic. V metodé dynamického rozptylu svétla se porovnavaji
tyto interferenéni zaznamy. V €asovém intervalu At=0 se zaznamy nelisi, korelace je
rovna 1 (intenzita je stejna), se zvysSujicim se €asovym intervalem At se korelace snizuje az
k nule, coz znamena, ze interferenéni obrazce jsou uplné odliSné. Snizeni korelace, kromé
vétSiho ¢asového intervalu, je také dana zvétsujici se velikosti ¢astic. Timto korelace urcuje
jak velkéd je castice ajak rychle se pohybuje v systému, pomoci difuzniho koeficientu
vypocitaného z Einstein — Stokesové rovnice:

ky-T
= (23)
6 - RH
Kde k, je Boltzmanova konstanta, 7 je absolutni teplota, n je dynamicka viskozita
disperzniho prostredi, R,, je hydrodynamicky polomer Castice.
Tuto rovnici je mozné pouzit pouze pro Castice sférického (kulovitého) tvaru. Pokud tomu
tak neni, Castice se extrapoluje na kulovity tvar. Hydrodynamicky polomér R, je tak

polomér kulovité Castice i se solvatacnim obalem, ktera vykazuje stejny difuzni koeficient
jako méFena castice. Cim vétsi je Eastice, tim mensi difuzni koeficient ma a tim se pomaleji
pohybuije.
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Obecné se méfi spektralni hustota elektrického pole rozptyleného svétla, kterd se pak
prevadi pomoci Fourierovy transformace na autokorelacni funkci [90].
Distribuce velikosti €astic se vypocitava z autokorelaéni funkce (ACF):

G ()= %gl(ti WG, +7)= (161G, +7) (24)

Kde index ® oznaCuje, zZe se jedna o intenzitu zafeni, ale ne intenzitu elektrického pole,
7 je Casovy interval mezi zaznamy.
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Obrazek 12. Autokorelaéni funkce

Hodnota (I(z,)I(t, +7)) by méla klesat v rozmezi hodnot od (I*(r)) do (1())’

Po normalizaci a vyjadreni funkci ACF pres ACF elektrického pole g potom ji mdzeme
vyjadfit jako:
g? =1+0(g" (c)f (25)

Kde o je instrumentalni konstanta, vystihujici po€et koherentnich ploch zachycenych
detektorem. Cim vic koherenénich ploch je zachyceno, tim vic se intenzity téch ploch
prekryvaiji, A tim slabsi je signal.

Pro monodisperzni soustavy potom plati:

Kde ¢ je Bragguv vinovy neboli rozptylovy vektor

Z predchozich rovnic (29),(30) mGzeme vypocitat difuzni koeficient Dr, a z ného
podle rovnice (24) hydrodynamicky polomér Ry.
U heterodisperznich systému se provadi integralni vypocet podle vyrazu:

-t

g"(7)= TA(T)-(;’@T

Kde A(r) nese informaci o distribuci velikosti Castic.
Podrobnéjsi vyklad teorie dynamického rozptylu svétla a blizS§i detaily k odvozeni
pouzitych rovnic Ize nalézt v literature [97 - 96].
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VétSina modernich pfistroj0 méfi pfi jednom fixnim udhlu, a s laserovym paprskem
o vinové délce 675 nm jako zdroj primarniho svétla. Pfi méfeni musi byt eliminovan
nezadouci jev mnohonasobného rozptylu svétla, a proto se voli co nejmensi koherentni
plocha (idealni je rozptyl na 1 castici bez interference), dostateéné nizka koncentrace vzorku,
co nejmensi opticka draha, a také se musi zabranit dopadu primarniho paprsku na detektor,
ktery se v instrumentaci pfistroje zetasizer umisti pod uhlem 173° (tzv. zpétny rozptyl svétla).
Co se tyCe pozadavk(l na vzorek, tak se musi zabranit kontaminaci ¢asticemi prachu, které
kvali extrémni citlivosti pfistroje budou rusit signal, aproto se musi vzorek predem
prefiltrovat. Musi se pouzit také vhodna iontova sila avhodna (konstantni a presné
definovana) teplota, jelikoz viskozita prostfedi a také tepelny pohyb Castic a s tim spojeny
difuzni koeficient, jsou na ni extrémné zavislé.

Detektorem pro signal slouzi fotonasobi€, ktery spoleéné s korelatorem, pripadné
zeslabovacem ¢i zesilovacem paprskll prevadi svételnou intenzitu na elektrickou, ktera je
dale zpracovana pocitaéem.

Cela instrumentace je schematicky znazornéna na nasledujicim obrazku.

lazen

. o

Vi N
/ méma cela \

zdroj svétla (laser)

[ — ) . fotondsobié

| potitai =i korelétor ﬂ

|

zesilovac/zeslabovac paprski

Obrazek 13. Instrumentace DLS

2.8.1. Aplikace metody DLS pro analyzu biopolymert
DLS jako dal$i metoda rozptylu svétla je dost vyuzivana pro analyzu riznych biopolymerti
a jejich komplex.

Polyelektrolyty

Jednim z pfikladh studia polyelektrolytovych polymer(i je studium chitosanu. Metodu
dynamického rozptylu svétla ke studiu chitosanovych analytli vyuzil Oliveira [97]. Byly
studovany relaxacni ¢asy molekul chitosanu v jeho rizné koncentrovanych roztocich, kde
bylo objeveno, ze se zvySujici se koncentraci chitosanu, relaxacni ¢asy se vyrazné snizuji,
coz by mohlo byt diisledkem zvysené pohybové homogenity molekul v roztoku. S ohledem
na snizujici se hodnotu entalpie, tento objev byl rovnéz vysvétlen uplatnénim fyzikalnich
intermolekularnich interakcich hydrofobni povahy mezi nepolarnimi skupinami chitosanu.
Vysledné intermolekularni komplexy chitosanu maji pravdépodobné kompaktnéjsi, ale méné
flexibilni strukturu, coz ma za nasledek jejich rychlejsi pohyb.

V jiném vyzkumu polyelektrolytll [98] se pomérné explicitné zabyvali studiem difuznich
koeficientl pro rizné polymerni polyelektrolytové systémy. Pfi méfeni DLS polyelektrolyt(l
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v roztoku bez pfidané soli, nebo s minimalnim jejim mnozstvim, byly objeveny dva piky,
odpovidajici rychlejS§im (mensim) a pomalejSim (véts§im) casticim. Na podobny jev se
narazila spousta védcl i v predchozich studiich. Existuje dokonce i urcita teorie, ktera se to
pokousi vysvétlit. Rychle difundujice se ¢&astice jsou pravdépodobné jednotlivé
polyelektrolytové fetézce sparované s protiionty. Takové protiionty vykazuji ur€ity fluktuujici
pohyb v blizkosti pfislusného polyelektrolytu, &imz generuji elektrické pole, které je ve
vysledku schopné urychlit pohyb €astic. Vétsi ¢astice, na druhé strané, jsou pravdépodobné
agregaty nékolika polyelektrolytovych retézcl, které vznikaji diky elektrostatickym
interakcim. V daném studiu se pokusili o ovéfeni teto teorie, kde byl vyuzit synteticky
polymer (P(‘amidine’MS)-co-PS), ktery je schopen reverzibilné pfechézet z nabitého do
neutralniho stavu probublavanim CO, nebo N, v dimethylformamidu (DMF). Pfi studiu
takovych pfechodu pomoci dynamického rozptylu svétla, byly objeveny dva vySe zminéné
piky pfi nabitém stavu polymeru, ale pouze jeden pik pfi stavu neutralnim. Kdyz se
k polymeru v nabitém stavu (probublavani CO,) pfidalo vét§i mnozstvi soli (LiBr), zUstal
pouze jeden pik, odpovidajici ¢asticim o trochu vétsim, nez v neutralnim stavu (bez soli),
a to pochopitelné kvali odstinéni elektrostatickych interakci polyelektrolytu.

Proteiny

Metoda DLS je také dobre aplikovatelna na studium proteind, jejich pripadné agregaci
a denaturaci

Aschi Adel a spol. se zabyvali studiem denaturaci molekuly globularniho proteinu (BSA)
plsobenim denaturaénich ¢inidel jako hydrochlorid guanidinu (GdmCI) a mocovina, a také
denaturaci vlivem zvysené teploty. [99] Bylo zjisténo, Ze tyto dvé denaturacni Cinidla pusobi
odliSnymi mechanismy, a maji rizné rychlosti a pribéhy denaturace. Plisobenim obou
denaturacnich Cinidel hydrodynamicky polomér molekuly BSA se zvysil ze 4 nm na cca
8,5 nm, stim rozdilem, ze pro kompletni denaturaci v pfipadé GdmCl bylo potfeba nizsi
koncentrace Cinidla. Zvy$ena teplota, dodate¢né k pridanym denatura¢nim ¢inidlim, vyrazné
zvySila vysledny polomér denaturovaného albuminu az na hodnotu 17 nm. Podle
stanoveného druhého virialniho koeficientu, ktery charakterizuje interakce mezi molekulami
proteinu a solventem, bylo stanoveno, ze v pIné denaturovaném stavu se vyrazné uplathuiji
mezimolekulové interakce a interakce se solventem, jelikoz v8echny funkéni skupiny se
stavaji pIné pristupnymi témto interakcim.

Komplexy biomakromolekul

Hiroshi Matsunami a spol. [100] ve své studii elektrostatickych interakci mezi BSA
a poly(vinyl alkohol)sulfatem drasliku (KPVS) vyuzili jak metodu DLS, tak i turbidimetrické
titrace a elektroforeticky rozptyl svétla (ELS). Studium bylo provedeno pfi konstantni hodnoté
pH 3 a ménici se iontové sile v rozsahu hodnot 0,001 - 0,2 M. P¥i turbidimetrickych titracich,
kde KPVS byl titrovédn do roztoku albuminu, byla sledovana zvySujicimi se absorbance,
pficemz narUst byl tim vyraznéjsi, ¢im vyssi byla iontova sila. Toto se ovéfilo i pfi DLS
méreni. Pro kazdy z vzorkl byl naméfen pouze jeden pik odpovidajici hydrodynamickému
poloméru pfitomnych €astic. Hodnota tohoto poloméru se zvySovala s rostouci iontovou silou
(0,001 - 0,2 M), ale neménila se s mnozstvim pfidaného polyelektrolytu (0,3 nebo 0,6 mL).

V dal$im studiu Caterina Branca a spol. [107] se zabyvali charakteristikou komplexu
algindtu a myoglobinu metodou DLS ainfraervenou spektroskopii s Fourierovou
transformaci. Jako prvni byl stanoven difuzni koeficient samotné molekuly alginatu, ato
mérenim dynamického rozptylu zvice uhll apfi nékolika koncentracich polyelektrolytu.
Z extrapolace hodnot namérené intenzity byly ziskany hodnoty efektivniho difuzniho
koeficientu, ktery se snizoval se zvySujici se koncentraci polyelektrolytu. Rychlejsi pohyb pfi
nizich koncentracich je pravdépodobné spojen s difuzi polyiontll sparovanych s protiionty,

32



kdyz pomalejsi pohyb pfi vy$Sich koncentracich pravdépodobné odpovida interakcim mezi
jednotlivymi polyionty a vzniku vétSich domén z nékolika rfetézcl. Pro komplexy alginatu
a myoglobinu bylo naopak objeveno zvySeni difuzniho koeficientu s rostouci koncentraci
proteinu, coz bylo vysvétleno tvorbou stabilngjSich komplexti s mensi tendenci k agregaci.
Difuzni koeficient ale rovnéz byl zavisly na pH hodnoté. Pfi pH nizSich, nez pl myoglobinu
(7,2) difuzni koeficient komplexu byl vyrazné nizsi, coz se vysvétluje vzdjemnou neutralizaci
nabojl proteinu a polysacharidu a naslednou tvorbu vétSich agregatl. Zvysujici se iontova
sila ma rovnéz za nasledek snizujici se hodnotu difuzniho koeficientu, coz vystihuje
elektrostatickou povahu komplexu, a s tim spojené stinéni povrchovych naboji molekulami
pridané soli.

2.9. Zeta potencial

Obecné elektricky potencial se vytvari kolem kazdé nabité Castice (elektrické pole).
VétSina latek  ziskdvd povrchovy naboj, kdyz je vkontaktu s polarnim
rozpoustédlem (napr. voda) [102]. Existuje nékolik mechanismu ziskani naboje:

¢ Rozdil elektronové afinity mezi dvéma fazemi (pevna latka — roztok)
¢ |onizace povrchovych skupin

e Rozdilna adsorpce iontl z roztoku elektrolytu

e Rozdilné schopnost rozpusténi iontd z krystalické matice

e Povrchova anisotropie

¢ |Isomorfni substituce

V této diplomové préaci se hlavné bude jednat 0 mechanismus povrchové ionizace Castic,
kde hodné dulezitou roli hraje pH prostredi.

Kazda nabitd castice ovliviuje distribuci iontll v okolnim prostredi, coz vede ke zvySené
koncentraci protiiontl u povrchu dané castice (iontd s opacnym nabojem, nez ma castice).
Akumulace ndbojli na rozhrani dvou fazi (Castice/rozpoustédlio) vytvari elektrickou
dvojvrstvu. Nejjednodussim modelem takového systému je Helmholtziv model, kde se
predpoklada, ze obé vrstvy jsou zafixovany paralelné a vytvari tak kondenzovany obal kolem
castice. Tento model vSak zdaleka neplati pro roztoky, jelikoz neuvazuje difuzi iont(. Goyl
a Chapman proto navrhli model difuzni dvojvrstvy. Takovy model predpoklada, ze jedna
z vrstev predstavuje pevné vazané ionty obalujicich nabitou ¢&astici, neboli kompaktni
nehybnou Sternovou vrstvu, kdyz druhd vnéjsi vrstva protiiontl se postupné difunduje do
okolniho prostfedi s rostouci vzdalenosti od ¢astice (difuzni vrstva) [ 103].

Zeta (Q) potencial je elektrokineticky potencial existujici v difuzni vrstvé. Nachazi se na
hranici tzv. Roviny skluzu neboli povrchu hydrodynamického smyku, ktery charakterizuje
iontovy obal nabité ¢astice pohybujici se spolu s touto ¢astici.

S rostouci vzdéalenosti od nabité Castice elektricky potencial klesa linearné z hodnoty vy,

(aktualni termodynamicky potenciél na povrchu ¢astice) do hodnoty y, (Sterndv potencial),
a dale exponencialné k nulové hodnoté v difuzni vrstvé.

=y exp[-Kx] (28)

Kde x je vzdalenost od povrchu a k je Debye-Huckellv parametr, definovany rovnici:

« =[N, c2 1ee ke, T) (29)
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Kde e je elementarni naboj, N, je Avogadrova konstanta, ¢ je koncentrace elektrolytu
svalenci z, € je dielekiricka konstanta a ¢, je permitivita vakua a k; je Boltzmannova

konstanta

Zrovnic (28) a (29) je vidét, ze elektricky potencial je primo zavisly na kompozici
disperzniho prostiedi (iontova sila). Proto je nutné zdulraznit, ze iontova sila ovliviiuje
tloustku dvojvrstvy. Cim je ta iontova sila vy3si, tim vice je vrstva stladena k povrchu aje
ve vysledku kompaktnéjsi. Pro charakterizaci tloustky dvojvrstvy existuje konstanta k, ktera
je primo umiena odmocniné iontové sily.

Hodné dulezitych vlastnosti koloidnich systému je funkci naboje (potencialu) koloidnich
castic. Mezi takové vlastnosti patfi schopnost adsorpce castic (ionty a dipdly), a schopnost
vzajemné interakce mezi €asticemi a s tim spojena koagulace, sedimentace a stabilita ¢astic
v koloidnim roztoku. Cim vétsi je absolutni hodnota zeta potencialu &astic, tim jsou ty Gastice
stabilnéjsi v roztoku, kvUli uplatiujicim se odpudivym elektrostatickym interakcim, které
zabranuji koagulaci ¢€astic a nasledné sedimentaci. Za stabilni se povazuji Céastice
s absolutni hodnotou Zeta potencialu vétsi nez 30 mV. Bohuzel nejsme schopni pfimo zmérit

hodnotu elektrodynamického potencialu na povrchu Castice y, [104]. Ale jsme schopni
stanovit hodnotu elektrokinetického potencidlu (Z-potencidlu). | kdyz Zeta potencial neni
identicky s elektrickym potencidlem na povrchu, je Casto povazovan za identicky se
Sternovym potencialem (V)

Sternova vrstva

rovina skluzu
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Obrazek 14. RozloZeni elektrického potencialu nabitého povrchu v roztoku

Dulezitost znalosti zeta potencidlu vedla k vyvinuti nékolika metod pro jeho stanoveni.
Existuje nékolik technik, které jsou zalozeny na tfech zakladnich elektrokinetickych jevech:
elektroforéza, elektroosmoéza, and streaming potencial.

V této diplomové praci méfeni zeta potencialu bude zalozené na elektroforéze.
(- potencidl se pii této metodé uréuje mérenim elektroforetické mobility v, Castice umisténé
v elektrickém pole, za pouziti vhodné mikroskopické techniky. Mobilita potom definuje
hodnotu zeta potencialu pomoci Smoluchowského rovnice:

Ve =4, % (1+xr) (30)
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Kde ¢, a ¢, jsou permitivita vakua arelativni dielektricka konstanta respektive, u je

viskozita roztoku, r je radius ¢astice a k je Debye—Huckellv parametr (viz rovnice 29), n, je
koncentrace iontl v celém objemu, z je valence iontu, e je elementarni naboj (elektron),
k, je Boltzmannova konstanta, a T je absolutni teplota.

Zeta potencidl je mozné stanovit pomoci Lasorové Dopplerové Elektroforézy [105],
LDE je technika schopna méfit pohyb nabitych castic v aplikovaném elektrickém poli
a zaklada se na Dopplerovém principu, ktery nam fika, ze pohybujici se Castice rozptyluji
dopadajici svétlo s vétsi intenzitou, nez Eastice statické. V dané metodé se méfi posun
frekvenci mezi rozptylenym a plvodnim zafenim dopadajicim na pohybujici se nabité
gastice. Jelikoz frekvence svétla je Fadové 10" Hz, takovy posun frekvenci je mozné zméfit
pouze optickym smiSenim anebo interferometrickou technikou. To se uskute¢ni pomoci dvou
koherentnich paprsku svétla se stejnou délkou drahy a pochazejicich z jednoho zdroje.
Jeden ztéchto paprski prochazi disperzi se vzorkem, druhy slouzi jako reference.
Rozptyleny paprsek se kombinuje s referenénim paprskem, kde vysledkem je modulované
vina, ktera ma nizsi jiz méfitelnou frekvenci, a ktera je rozdilem frekvenci obou vin a nese
v sobé informaci o mobilité castic. Frekvence modulované viny se porovnava s referencni
vinou, ktera predstavuje modulovany pomoci oscilacniho zrcadla plivodni laserovy paprsek.
Pri pouziti fazové analyzy rozptyleného svétla, princip méreni z(istava stejny, jediné zde jiz
misto frekvenéniho posunu se méri fazovy posun porovnavanych vin. Takovy fazovy posun
je pfimo umérny zméné pozice pohybujici se €astice. A stfedni posun €astice s €asem nam
udava informaci o elektroforetické mobilité potfebné ke stanoveni zeta potencidlu. Béhem
takového méreni se aplikované napéti rychle méni nékolikrat. Ze smérnic nékolika pfimek
zavislosti fazového posunu s casem dostavame stredni hodnotu zeta potencidlu. Tento
fazovy posun mizeme vyjadrit pomoci nasleduijici rovnice:

2v, sin o

o =—— 2 (31)

Kde v, je elektroforeticka rychlost Castice, A vinova délka aplikovaného laserového
paprsku, @ je uhel rozptylu svétla.

Zavislost elektroforetické mobility na zeta potencialu se potom da vyjadfit pomoci Henryho
rovnice:

v, = 2eCF (Ka) (32)
3n
Kde v, je mobilita ¢astice, { je zeta potencidl, n je viskozita prostredi a F(Ka) je Henryho

funkce, x je Debye—Huickel(lv parametr.

Zetasizer Nano ZS je pfistroj, ktery vyuziva LDE principu pro stanoveni zeta potencidlu.
Zahrnuje v sobé Mach—Zenderlv interferometr a vyuziva také principu fazové analyzy
rozptyleného svétla (PALS). Jako zdroj viozeného napéti slouzi Uzigurisova ponorna cela.

Jako ukazdého analytického méreni, iutéto metody se muizeme setkat s urcitymi
chybami. Nejvétsi zkresleni vysledku muze byt zpUsobeno vznikajicimi agregaty
a pritomnosti €astic prachu [105]. Analyzovany vzorek by mél rovnéz byt transparentni.
Z toho vyplyva nutnost filtrace vzorku pfed samotnym mérenim. Vysoka iontova sila a s tim
spojena vysoka vodivost vzorku, a stejné tak vysoka koncentrace vzorku, mohou rovnéz
nepfiznivé ovlivnit pfesnost méreni. PFi¢inou tomu je polarizaéni koncentraéni efekt, spojeny
s migraci naboju a naslednym vylou¢enim Joulova tepla. Obecné se témto vlivim da
zabranit pomoci snizeni koncentrace vzorku ataké zvy$enim rychlosti zmény vlozeného
napéti.
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2.10. Izotermicka titraéni kalorimetrie

Izotermicka titracni kalorimetrie je metoda umoznujici termodynamickou charakterizaci
reakci mezi molekulami analytu. Je to velmi citliva metoda méfici reakéni teplo vylouéené
nebo spotfebované pfi interakci dvou molekul pfi konstantni teploté. Tato metoda funguje na
kompenzagnim principu, a méfi fakticky elektrickou praci (vJ s neboli W), potfebnou na
vyrovnani rozdilu teplot mezi referencni celou a celou se vzorkem, zplisobeného vyloucenim
nebo spotfebovanim tepla doprovazejiciho reakci mezi molekulami analytu [706].

Instrumentace v sobé zahrnuje dvé identické cely z chemicky inertniho materialu s dobrou
tepelnou vodivosti obalené do adiabatického plasté. Jako material pro cely se pouziva
napfiklad slitina Hastelloy anebo také zlato. Jedna cela slouzi jako referenéni, obsahuje
stejné rozpoustédlo jako u mérné cely se vzorkem, a jeSté pred zaCatkem méreni se tam
vklada konstantni tepelny tok (méné nez 1 mV). Druha cela slouzi pro samotné méreni
vzorku. Do této cely se umisti roztok jednoho analytu a do titraéni nadobky se umisti roztok
analytu druhé interagujici komponenty. Posledni se titruje v pfesné definovanych mnozstvich
do roztoku prvniho analytu a sleduje se pfi tom tepelna zména vazebné reakce. VesSkeré
potfebné termodynamické parametry reakce se stanovuji z reakéni izotermy, ktera v sobé
zahrnuje reakéni teplo pfi kazdém titracnim kroku. Rozdil teplot mezi celami je zaznamenan
pomoci mikrovoltmetru, ktery posila signal do pocitale, a posledni upravuje tepelny
kompenzacni tok aplikovany do mérné cely [106,709].

Nezpracovany vystup méreni vypada, jako soubor po sobé nasledujicich pikl, které
odpovidaji jednotlivym pridavkim titrovaného roztoku do mérné cely. Plocha pod kazdym
pikem odpovida reakénimu teplu, neboli praci vykonané pro vyrovnani teplot mezi referencni
a mérnou celou. Integraci téchto pik(i dostavame celkovou hodnotu vyménéného tepla pro
kazdy pfidavek analytu. Z vysledné izotermy jsme schopni definovat vazebnou afinitu ligandu

(K,), volnou Gibbsovou energii reakce (AG’), vazebnou energii neboli entalpii AH,
a nasledné zménu entropii AS,O a stechiometrii reakci neboli po¢et vazebnych mist n. A to
vSe s pouzitim zakladnim termodynamickych rovnic:

AG! =-RTInK,

AG! =AH! —TAS)
Gibbsova energie kazdé asociacni reakce je v§ak funkci teploty, a mizeme ji vyjadrit rovnici:

(33)

T T
AG(T)= AH(T, )+ [AC,dT ~TAS(T,)-T [AC,dInT (34)
TR TR
Kde AH a AS jsou zmény entalpii a entropii, AC, je zména tepelné kapacity, T, je
vhodna referenéni teplota.
Kdyz AC, neni zavisla na teploté, vyraz se zjednodusi na:

AG(T)= AH(T,)-TAS(T; ) - AC, [T T, —Tln(%R ﬂ (35)
Zmeény entalpie a entropie jsou ale na teploté zavislé:
AC :aAH:TﬁAS (36)
Poor or

Popis termodynamiky kazdé reakce vyzaduje definovani hodnot volné Gibbsové energie
AG, entalpie AH a entropie AS pfi dané referencni teploté.

Je potieba podotknout, ze nékdy afinita a s tim spojena volna Gibbsova energie u dvou
riznych reakci muze byt stejnd, ale mechanismus vazby se pfitom muze radikalné lisit,
jelikoz na zméné Gibbsové energii se podili jak entalpicky tak i entropicky ¢leny. Kdyz v prvni
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reakci se vazba uskutec¢ni prevazné kvuli entalpické zméné, v druhé reakci jiz muze
previadat entropicky &len [106].

Kdyz interakce probiha kvuli pfimé vazbé ligandu na makromolekulu nebo diky vodikovym
vazbam, obecné prevazujici vliv na Gibbsovou energii ma entalpicka zména AH . Pokud
vSak interakce nese hydrofobni nebo elektrostaticky charakter, uplatiuje se pfi tom solvatace
a s tim spojené uvolnéni malych molekul vody do prostredi, anebo tam také probiha vyrazna
konformacni zména. Jedna se jiz o entropicky fizenou interakci, coz znamena, ze €len TAS
prevliada nad entalpickym Clenem AH . Bylo zjisténo napfiklad, ze pfi titraci silné nabitych
polyelektrolyt(i vazba ligandu nese hlavné entropickou povahu kvdli intenzivnimu uvolnéni
protiiontd do roztoku, a zména entalpie je kladna AH >0. Slabé nabité polyelektrolyty v§ak
vazou ligandy prevazné entalpicky (AH <0), kvuli vyraznému uplatnéni vodikovych a van
der Waalsovych vazeb. U nékterych polyelektrolytl mizeme dokonce pozorovat smiseny
signdl jak s kladnou tak i zapornou zménou entalpie, coz je pravdépodobné kvl uplatnéni
riznych mechanismu vazby, moznym konformaénim zménam, ionizaci funkénich skupin
a interakci s rozpoustédlem. Toto vyrazné komplikuje interpretaci vysledkd kalorimetrie.
Samoziejmé musime uvazovat také externi vlivy jako pH a iontova sila, které maji také velky
vliv na vysledky méfeni.

Pri provadeéni titraci pfi rlznych teplotach je také mozné stanovit zménu tepelné kapacity,

kterd doprovazi danou reakci podle vyrazu AC, :aa;A]I:I. Obvykle AC, nese zapornou

hodnotu, jelikoz vétsSinou vysledny komplex ma nizsi tepelnou kapacitu, nez soucet kapacit
jednotlivych komponent. Vétsinou se to déje kvuli zméné hydrata¢niho povrchu komplexu
oproti hydrataénimu povrchu jednotlivych komponent, ale rovnéz kvili zméné vibraénich
stavu molekul [707].

Obecné, vSechny reakce mlzeme rozdélit na exotermni, kde teplo se reakci vylucuje,
a endotermni, kde se teplo reakci spotfebovava. Tomu odpovida smér pik( odpovidajicich
pridavkim titrovaného ligandu pfi kalorimetrickém méreni. Piky jsou smérovany nahoru,
pokud se teplo do systému zavadi, coz se déje pfi kompenzaci probihajici endotermni
reakce. Piky, které jsou smérovany doll, odpovidaji exotermnim reakcim, jelikoz definuji
teplo, které se ze systému odvadi pro vyrovnani zplsobeného teplotniho rozdilu.

Klasicka reak¢ni izoterma je vétSinou sigmoidalniho charakteru. Prvni pfidavky vétSinou
vyvolavaji nejintenzivnéjsi tepelny tok, piky jsou vyrazné, vazebna mista analytu jsou plné
dostupné pro molekuly ligand(l, ale s postupnou saturaci téchto vazebnych mist, se tepelny
tok snizuje, az vymizi uplné pfi kompletni saturaci v8ech vazebnych mist makromolekuly.
ZUstava pouze maly signal odpovidajici rozpoustécimu teplu molekul pridaného ligandu.

Pro kazdy pik, tepelny tok mizeme vyjadfit pomoci rovnice:

Aq=VAHA|L, ] (37)
Kde Ag =g, —q,, je zména tepla spojena se zménou mnozstvi navazaného ligandu, A[LB]

je zména koncentrace navazaného ligandu, AH je vazebna entalpie a V je reakéni objem.
Protoze zména tepelného toku Ag je primo umérna zvySeni mnozstvi navazaného

ligandu, amplituda tepelného toku klesa s postupnou saturaci vSech vazebnych mist.

Takové teplo vSak v sobé zahrnuje nejenom teplo spojené s probihajici interakci ale také

rozpoustéci teplo ligandu Ag, ,, a teplo spojené s nespecifickymi interakcemi Ag;

Aqi,app =Aq; + Aq; 4y +Aq; (38)

Nejjednodussi model predpoklada, ze makromolekula obsahuje urcité mnozstvi

nezdvislych vazebnych mist se stejnou afinitou k ligandu. V tomto pfipadé koncentraci

navazaného ligandu muzeme vyjadfit:
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L, 1= [m ]1”’;[&]] (%9)

Kde lLBJ.] je koncentrace navazaného ligandu na vazebnych mistech z i-setu , [M] je
celkova koncentrace makromolekul dostupnych pro vazbu ligandd, K, je vnitini asociaéni
konstanta pro vazebna mista z i-setu, n, je pocCet vazebnych mist typu ina kazdé

makromolekule, a [L] je koncentrace volného ligandu.
Celkové teplo potom je vyjadfeno rovnici:
ozl ] vy AL
Pro vyjadreni koncentrace ligandu [L] mlzeme rovnéz pouzit vyraz pro celkovou
koncentraci ligandu [L.]=[L,]+[L], kde [Lr],[LB] a [L]predstavuiji celkovou koncentraci,
koncentraci navdzaného a volného ligandu respektive.
Jednotlivé parametry jako 71,, K, a AH; se vypocitavaji bud z jednotlivych pikl tepelnych

(40)

tokll g, anebo zintegracni hodnoty celkového tepla Q. Pro eliminaci vlivu nepresnosti
doprovazejicich kazdy pik g na vyslednou analyzu, preferuje se vypocet parametri
z jednotlivych g hodnot.

Pokud makromolekula obsahuje vice nez jeden typ vazebnych mist, celkovy vypocet se
komplikuje zavadénim dalSich vazebnych parametri, jako afinitni konstanta, vazebna
entalpie a pocet odpovidajicich vazebnych mist dalSiho typu (n, K, AH,). Celkové

integracni teplo se potom sklada ze dvou ¢asti odpovidajicich kazdému typu vazebnych mist
0= Q1 + Q2

Experimentalné stanovena hodnota AH, vSak v sobé zahrnuje nejen pfispévek

i,app
vazebné reakce, ale také vSechny dalSi prispévky nespecifickych interakci, jako napfiklad
reorganizace molekul rozpoustédla, nebo také solvatacni efekt rozpoustédla [708].
Nemiizeme také zanedbat vliv protonacniho efektu, jelikoz vylouc¢ené protony jsou schopny
ionizovat molekuly rozpoustédla a pfispivaji tak k hodnoté ionizacni entalpii tohoto
rozpoustédla AH, ., a také k hodnoté entalpie odpovidajici protonizacni reakci AH o

Entropie vazebné reakce AS se stanovi jako posledni, ze znalosti vS8ech piedchozich
termodynamickych parametrd. Vétsinou je to pozitivni hodnota, a to kv(li jiz zminéné redukci
solvataéniho povrchu a souvisejicimu uvolnéni velkého poctu malych molekul
rozpoustédla [109].

Pro uspésnou analyzu vzorku je potfeba pfesné a spravné stanovit veskeré parametry
méreni véetné koncentraci obou vazebnych komponent, mnozstvi kazdého prfidavku,
frekvence michani a €asové odstupy mezi pfidavky. Pokud koncentrace vazebnych mist

1
molekuly je o hodné vy$si, nez prevracena hodnota afinitni vazebné konstanty ? , vSechny

pfidané molekuly ligandd budou navédzané az do uUpiného nasyceni vazebnych mist,
a vazebna izoterma bude mit misto sigmoidalniho, ¢tvercovy tvar, se smérnici o nekonec¢né
hodnoté. V opac¢ném pfipadé, kdy koncentrace molekularnich vazebnych mist je o hodné

1
niz8i, nez reciproka hodnota afinity i kompletniho nasyceni vazebnych mist se dosahuje,

a

a izoterma nema vyrazny sklon. Existuje ur€itd hodnota C, ktera pomaha urcit optimalni
koncentraci vychozich latek [7170]. Tato hodnota Cse ziska vynasobenim K, a celkové
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koncentraci vazebnych mist. V nékterych pfipadech vSak optimalni koncentrace neni
dosazitelna. Pfi vysokych K, hodnotach (vice jak 10° M™) optimalni koncentrace je piilis
nizka pro realizaci méfeni, kdyz v opacném pripadé, pii pfili§ nizké hodnoté K, optimalni
koncentrace je prili§ vysoka aje riziko nezadané agregaci Castic. V téchto pfipadech je
potfeba bud upravit K, hodnotu zménou pH prostredi anebo vyuzit kompetitivni titrace jako

alternativni variantu. Kde ligand s vysokou afinitou se titruje do roztoku makromolekuly s jiz
navazanym ligandem se slabou vazebnou afinitou [177].

Jesté pred zaCatkem méreni, veSkeré roztoky se maji vytemperovat na konstantni teplotu.
Roztoky obou komponent by se mely pfipravovat ve stejném pufru a mela by se provést
kalibrace pfistroje pro minimalizaci az vylouceni signalu rozpoustéciho tepla. Nicméné
vylouceni tohoto signalu je mozné realizovat pomoci dvoijité titrace do mérné cely a do cely
referenéni. Vzorek by se rovnéz mél zbavit veSkerych bublin, které dokazou vyrazné zkreslit
vysledky mérfeni. Videdlnim pfipadé by se vzorek mel také zbavit veSkerych soli
a dialyzovan. Je potfeba také dbat na Cistotu mérné cely a jeji spravné umisténi v pfistroji
béhem méreni.

Hlavni problém, s kterymi se muzeme potkat u vysledk( kalorimetrie, je nesigmoidalni
prabéh izotermy, coz znemoznuje stanoveni potfebnych termodynamickych parametrd.
Pficinou nesigmoidalniho pribéhu miize slouzit nékolik faktor(. Takové externi faktory jako
prfitomnost bublin, znecisténi mérné cely, anebo jeji Spatné umisténi mizeme upravit
a dostat se ve vysledku k spravnému sigmoidalnimu prabéhu. Je ale také moznost uplatnéni
jinych faktort, jako jiné mechanismy atypy vazeb, které kvuli konformacnim zménam se
mohou ménit v prabéhu méfeni, coz ma za nasledek komplikace pfi definovani
termodynamickych parametr(i reakce.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Materialy

Na prfipravu vzorkll byl pouzit hyaluronan sodny od spole¢nosti Contipro
Biotech s.r.o (Dolni Dobrou¢, Ceskd Republika) vrozsahu molekulovych hmotnosti
90-130 kDa, 190-340 kDa, 1500-1750 kDa. VSechny pouzité vzorky hyaluronanu mély
oznaceni Technical Grade. Albumin hovéziho séra (BSA) byl dodan spoleénosti Sigma-
Aldrich ve formé lyofilizovaného prasku a s Cistotou >98%. Z dalSich chemikalii byl pouzit
dusi¢nan sodny (NaNOQOs) s obsahem 99,0% (Sigma-Aldrich). Na pfipravu pufra byly pouzity
kyselina citronovd monohydrat s obsahem 99,8 hm.% (PENTA) a hydrogenfosforec¢nan
disodny dihydrat s obsahem 99,0 % (PENTA). Pro kalibraci pH metru byly pouzité komeréné
dodavané pufry o pH 2; 4,01; 7; 9 (Mettler Toledo). V8echny vzorky a zasobni roztoky byly
pfipravené v deionizované vodé Milli-Q, pfipravovane v pfistroji Purelab Option ELGA.

3.2. Metody

3.2.1. Priprava zasobnich roztoku

Zasobni roztoky hyaluronanu sodného a hovéziho sérového albuminu byly pfipraveny
v MilliQ vodé. Pro pfipravu byl pouzit vrstvovaci zpUsob, kde za stdlého michani na
magnetické michaéce se biopolymer stfidavé pfidaval do MilliQ vody, az do maximalniho
mozného prevedeni navazky. Takto pfipravené zasobni roztoky byly michany minimalné
24 hodin pfi laboratorni teploté.

3.2.2. SEC-MALLS priprava vzorku

Pfiprava pufrd opH4 apH7 byla provedena v MilliQ vodé. Nejprve byly pfipraveny
roztoky kyseliny citronové o koncentraci 0,05 mol-dm™ a hydrogenfosforeénanu disodného
o koncentraci 0,1 M. Po kalibraci pH metru pomoci pufrli o znamych pH hodnotach (pH 2;
4,0 a 7) se zméfila pH hodnota roztoku kyseliny citronové/hydrogenfosforeCnanu disodného,
potom byl, za neustdleného michani, postupné pfidavan hydrogenfosfore¢nan
disodny/kyselina citronova, az do dosazeni pozadované hodnoty pH pufru. Po pll hodiny
michani bylo provedeno kontrolni méfeni a ovéreni pH hodnoty pfipraveného pufru.
V pfipadé pufru o pH 4 se hydrogenfosfore€nan disodny po davkach pridaval ke kyseliné
citronové. V pfipadé pufru opH7 se naopak kyselina citronova postupné pfidavala
k hydrogenfosforeénanu disodnému.

Ze zéasobnich roztoku byly pripraveny roztoky hyaluronanu a albuminu dle tabulky nize
(viz Tabulka 1). Jedna sada obsahovala 8 vzorkll s konstantni koncentraci hyaluronanu
a proménnou koncentraci albuminu. Celkem bylo tak pfipraveno 8 rad vzorku, které se lisily
prostfedim a molekulovou hmotnosti pouzitého hyaluronanu sodného. Takto pfipravené
vzorky byly michany na magnetické michaéce po dobu minimalné 12 hodin. V pfipadé pufru,
NaNO; sul byla jiz obsazena v zasobnich roztocich a nasledné ve vzorcich, ale v pfipadé
prostiedi NaNOs, sul byla pfidana az po 12 hodinovém michani roztok( vzork( v Milli-
Q vodé. Vysledna koncentrace NaNO; ve véech prostfedich vzorkd byla 0,1 mol-dm™.

Dale v prostredi pufru o pH 7 byla pfipravena dalSi fada s pouzitim stejnych koncentraci
hyaluronanu a albuminu, ale po dobu pfipravy a 12 hodinového michani byla udrzovana pfi
teploté 37°C. Teplota byla udrzovana pomoci umisténi vzork( do vodni lazni nachazejici se
v susarné nastavené na 37°C. Takto byly pfipraveny celkem 2 dal$i rady s pouzitim vysoko
a nizkomolekulového hyaluronanu.

Dodatecné byly pripraveny vzorky obsahujici pouze BSA o rizné koncentraci ve stejnych
prostredich jak u pfedchozich vzorkd hyaluronanu a albuminu (Milli-Q, NaNOs, pH 4, pH 7).
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Méreni pH pufr( a vzorkd bylo provedeno pomoci pfistroje SevenMulti Metler toledo

s pouzitim elektrody Mettler Toledo InLab Routine Pro pH 0-14. Hodnota pH byla vzdy
odectena az po ustaleni a byla rovnéz pouzita korekce teploty.

Podrobnéjsi slozeni vyslednych roztokl vzorki je popsano v tabulce nize
(viz Tabulka 1,2)

Dale v textu pro zjednoduseni budou pouzité zkratky:

¢ NMHA pro nizkomolekulovou hyaluronovou kyselinu

¢ VMHA pro vysokomolekulovou hyaluronovou kyselinou

Tabulka 1. Pfiprava vzorku HA/BSA

- . c (HA) c (BSA)
Rada NM/VMHA prostredi [g-dm~] [g-dm™]
1 Milli-Q
2 NMHA NaNO, . . gs
3 90-130 kDa Pufr pH 4 0 5
4 Pufr pH 7 1
5 Milli-Q >
6 VMHA NaNQO; ’ 5
7 1500-1750 kDa | PufrpH 4 10
8 Pufr pH 7

Tabulka 2. Priprava vzorki BSA

Rada | Prostfedi | ¢ (BSA) [g:dm™]

1 Milli-Q 0,25

2 NaNOs 0,5

3 |PufrpH4 0,75

4 Pufr pH 7 1

5 Milli-Q 1,5

6 NaNOs 2

7 Pufr pH 4 5

8 |PufrpH?7 10

3.2.3. SEC-MALLS méreni vzorku

Méfeni SEC-MALLS bylo provedeno za pouziti SEC-MALS (GPC-MALS) systému. Byly
pouzité detektory: MALLS viceuhlovy detektor (17 uhld) pro staticky rozptyl svétla,
18. detektor pod uhlem 90° pro dynamicky rozptyl svétla; VISKOSTAR detektor k uréeni
viskozity; diferenéni refraktometr slouzici ke stanoveni koncentraci a UV-VIS detektor.
Pouzitd mobilni faze byla 0,1 mol-dm™ roztok NaNOs. Inkrement indexu lomu byl zadan
v konstantni hodnoté 0,165 pro HA a smési HA a BSA a 0,185 pro Cisty BSA. Objem nastfiku
byl nastaven na hodnotu 50 uL. Pratok byl nastaven na hodnotu 0,4 ml/min. Pouzita
separaéni kolona byla PL aquagel-OH MIXED 8 pm, kde naplni je hydrogel na bazi porozni
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siliky. Jako standard pro molekulovou hmotnost byl pouzit analyticky standard pro GPC
Dextran 410 kDa a 150 kDa. Vzorky jésté pred mérenim byly vzdy prefiltrovany pres filtr
0,45 um. Odbér vzorkl byl provadén automatickym davkovacem (autosampler).

3.2.4. DLS méreni vzorku

Méreni DLS bylo provedené v titranim modu na pfistroji Malvern Zetasizer Nano ZS.
Roztok BSA byl titrovan do roztoku HA. Méfeni bylo provedeno celkem 8krat s pouzitim bud
VMHA nebo NMHA av 4 rlznych prostfedich (Milli-Q, NaNOs;, pH 4 a pH 7). Pocatecni
objem roztoku HA v kyveté byl 10 mL s koncentraci HA v pfipadé NMHA 10g-dm™
a2 g-dm™ u VMHA. Koncentrace titrovaného BSA byla vzdy 40 g-dm™. Do programu byly
zadany nasledujici parametry: konecna koncentrace BSA vroztoku byla stanovena na
hodnotu 13,3 g-dm™, ainkrement odpovidajiciho zvy$eni koncentrace BSA s kazdym
pfidavkem v hodnoté 0,35 g-dm™. Hodnoty koncentrace byly zvoleny pro relevantnost
a moznost nasledujiciho porovnani dat DLS a SEC-MALLS méfeni s ohledem na stejné
koncentracni pomeéry uvzorkl obou metod. Vrezimu autotitrace byly automaticky
zaznamenany hodnoty velikosti ¢astic, zeta potencidlu a pH roztoku. Po celou dobu méreni
byla zajiStovana konstantni teplota 25°C, ato pomoci termostatu, ktery je soucasti
instrumentace pristroje. Pro méreni byla pouzita priito¢na plastova cela.

Pro méreni velikosti ¢astic ve vzorcich byl pouzit He-Ne laser o vinové délce 632,8 nm
pod Uhlem 173°. Cas temperovani vzork(l pred méfenim byl nastaven na 60 sekund.
V nastaveni méreni bylo zvoleno dalSich nékolik parametru. Byl zvolen material ,protein®
s indexem lomu materidlu Rl 1,450 a absorpci A 0,001. Voda byla zvolena jako rozpoustédlo,
s viskozitou 0,8872 mPa-s, indexem lomu 1,330. Nastaveni poftu méreni velikosti bylo
stanoveno na 3krat, s automatickou délkou trvani kazdého méreni. Nastaveni poctu méreni
zeta potencialu bylo stanoveno na pouze jedno méfeni, ale s automatickym poétem
opakovani limitovanym na maximum 25krat.

3.2.5. Méfeni ITC

Kalorimetrické mérfeni bylo provedeno na modularnim mikrokalorimetru TAM I
(TA Instruments, USA). Pro méfeni ITC byly pouzité pfipravené zasobni roztoky HA a BSA,
ale naredéné v definovanych pomérech. Roztok BSA byl titrovan do roztoku HA, stejné jako
u DLS titraci. Redéni nebylo aplikovano na roztok BSA, neboli byl pouzit pfimo zasobni
roztok BSA o koncentraci 40 g-dm™. Koncentrace HA byla stanovena na hodnotu
0,1 g-dm™ v pfipadé VMHA a 1 g-dm™ v pfipadé NMHA. Celkem bylo provedeno 8 méfeni
s pouzitim VMHA anebo NMHA v rlznych prostredich (Milli-Q, NaNQOg, pH 4 a pH 7).

V kazdém z téchto méreni celkem bylo nastaveno 25 pridavk(, které obsahovaly 10 uL
roztoku BSA v rlznych prostredich. Vychozi objem roztoku HA v mérné cele byl 750 pL.
Vysledny objem vzorku po probéhnuti méreni proto byl 1 mL. V pribéhu méreni byla
udrzovana konstantni teplota 25°C. Interval mezi titraénimi pfidavky byl nastaven na
10 minut.

Nastaveni vystupniho signalu bylo provedeno, tak ze piky odpovidajici exotermnimu
signalu tepelného toku vzdy odpovidaly probihajicim exotermnim interakcim (vylu€ujicim
teplo), kdyz endotermni signal tepelného toku odpovidal reakcim endotermnim (teplo
spotiebujicim).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Pfedmétem studia dané diplomové prace bylo stanoveni struktury a charakteru tvorby
komplextit HA-BSA, a rovnéz posouzeni vlivu teploty na tvorbu téchto komplex(. K tomuto
ucelu byly pouzity metody rozptylu svétla (SEC-MALLS, DLS a ELS) a izotermické titracni
kalorimetrii. Vysledky z téchto metod budou diskutovany v nasledujicich kapitolach pro typy
hyaluronanu s riznou molekulovou hmotnosti a rovnéz pro srovnani i pro samotny albumin.

4.1. Rada BSA

Koncentrac¢ni fady samotného BSA (viz Tabulka 2) v riznych prostredich byly zkoumany
za Ucelem porovnani téchto vysledkd s vysledky nasledujiciho méreni komplex(i HA-BSA.
Hlavnim ucelem bylo rovnéz urceni povahy BSA molekul v riznych prostfedich a stanoveni
vlivu pfipadné zmény struktury BSA na charakter vyslednych komplexa.

4.1.1. Vysledky SEC-MALLS méreni

Obecné molekuly BSA jsou vyrazné menSi v porovnani s dlouhymi retézci molekul HA.
Albumin ma globularni kompaktni strukturu. A protoze jsou to malé sférické molekuly,
nemély by vykazovat uhlovou zavislost rozptylu svétla, a proto by nebylo mozné stanovit
jejich gyracni polomér R, metodou SEC-MALLS. Gyrac¢ni polomér byl presto naméren
u Castic BSA pfi jeho mensich koncentracich a hlavné v prostfedich s vysSi iontovou silou
(pufry pH 4 a pH 7), coz svédCi o pravdépodobném vlivu vysoké iontové sily na naruseni
struktury molekuly BSA. Molekulova hmotnost monomeru BSA je rovna 66 kDa. Namérena
molekulova hmotnost v§ak byla o trochu vyssi v pfipadé prostredi MilliQ a NaNO3, coz muze
byt zplisobeno podilem iont(i z iontového obalu.

Bylo objeveno, Ze jiz samotné molekuly BSA se chovaji odlisSné v rliznych prostredich
apfi rdznych koncentracich zhlediska rozptylu svétla. V prostfedich  MilliQ
av 0,1 mol-dmroztoku NaNO;s byly objeveny celkem ffi chromatografické piky
s odpovidajicim signdlem rozptylu svétla. Castice jednotlivych molekul BSA se
pravdépodobné vyluCovaly ve druhém po poradi, nejvétsim a nejvyznamnéjSim piku. Velké
hmotné &astice s malou viskozitou v prvnim piku pravdépodobné predstavovaly agregaty
molekul BSA. V tfetim po poradi piku se objevily jiz mensi ¢astice s vétsi viskozitou, coz by
mohly byt fragmenty nebo rovnéz kompaktnéjsi agregaty BSA.

Bylo prokazano, ze pritomnost soli skoro vibec neovlivni jednotlivé molekuly BSA (hlavni
nejvyssi pik), ale zvysSi molekulovou hmotnost agregatu prvniho piku a naopak zredukuje
velikost mensich fragmentl posledniho tretino piku. Proto miizeme usoudit, Ze iontova sila
dokaze vyvolat intenzivnéj$i agregaci molekul BSA stinénim jejich povrchovych nabojli
a vysledné zpUsobit vyraznéjsi rozdeéleni ¢astic podle velikosti.

Tento fakt potvrzuje i UV signal z pfislusného detektoru, ktery je o néco nizsi v pfipadé
pritomnosti soli (smérnice pfimky koncentracni zavislosti je 0,0757 oproti 0,0761 v MilliQ),
coz muze znamenat odfiltrovani vétsiho podilu agregovaného BSA (filtr ma velikost por(i
0,45 um). Po kvantitativnim stanovéni signalu UV-VIS (hodnota napéti) u vSech vzorki
koncentracnich fad BSA v rliznych prostredich byla nasledovné sestavena kalibra¢ni kfivka
koncentraéni zavislosti UV-VIS signélu. Tato kfivka byla nasledovné vyuzita pro stanovéni
koncentraci BSA v komplexech HA-BSA.

V pfipadé pouziti pufril (o pH 4 respektive pH 7) jako protfedi pro pfipravu vzorkd,
chromatograficky signal obsahuje 4 piky, coz znaci jesté vyraznéjsi rozdéleni ¢astic podle
velikosti, nez tomu bylo v pfipadé NaNO; roztoku. Zde je vSak tézko identifikovat, ve kterém
z pikll se vyluéuji monomerni molekuly BSA. Castice podle molekulové hmotnosti
neodpovidaji teoretické hodnoté BSA (66 kDa) v zadném z pfitomnych piku, a jsou vyrazné
mensi podle molekulové hmotnosti, hydrodynamického poloméru a vnitfni viskozity, nez
castice v prostredich MilliQ anebo NaNOs, coz muize byt nasledkem disociaci podjednotek
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BSA vlivem prili§ velké iontové sily pufru (mimo iontli pufru jsou jesté pritomny ionty NaNOj
soli). Dal$im divodem mUze slouzit poskozeni a fragmentace molekul BSA v pribéhu filtraci,
hlavné v pufru pH 4, kde molekuly BSA jsou hodné blizko svého izoelektrického bodu a proto
dochazi k intenzivni precipitaci (coz bylo patrné i podle vizualniho pozorovani). Odfiltrovani
(vzorky byly filtrovany stfikackovym filtrem s pory o velikosti 0,45 um) vétSiho podilu BSA
v§ak rovnéz vyrazné snizi pomér molekul BSA k iontim, pritomnych v roztoku, které se diky
své velké koncentraci jiz mohou vyrazné ovlivnit strukturu zbylych utvar( a ovlivnit tak signal
rozptylu svétla a nasledny vypocet hodnot molekulové hmotnosti a polomérd. Ve vysledku
takovy vliv iont(i zpUsobi vyrazné snizeni odpovidajicich hodnot. Tento jev mlze byt také
pricinou vyssi hodnoty molekulové hmotnosti v pfipadé pH 7 pufru v porovnani s pufrem
pH 4, kde pochopitelné odfiltrovany podil molekul BSA bude mensi a pomér zbylych
rozpustnych fragment( k iontlim prostredi vétsi. Vliv iontll potom na vysledné hodnoty
molekulové hmotnosti je pochopitelné mensi. Fakt ovlivnéni rozptylu svétla velkou
koncentraci iontl byl jiz objeven v roce 1952 Paulem Dotym a Robertem Steinerem ve své
studii makro iont( [112].

Signal UV-VIS je rovnéz nizs$i u obou pufrll, coz potvrzuje vétsi podil odfiltrovaného BSA
z roztoku, a to jak v pfipadé pH 4 tak i pfipadé pH 7 pufru. V pfipadé v8ak pufru pH 7 signal
je pochopitelné o néco vyssSi, nez v pufru pH 4 (daleko od izoelektrického bodu). Vyssi
iontova sila zde pravdépodobné zplisobuje jesté vetsi agregaci molekul BSA a nasledné
jejich odfiltrovani a vy$e zminénou moznou mechanickou fragmentaci.

Na nasledujicim grafu (viz Graf 1) je ukazka hodnot molekulové hmotnosti Cistého BSA
v rliznych prostiedich v zavislosti na koncentraci BSA. Zde je vidét hlavné vyse zminény
velky rozdil mezi molekulovou hmotnosti ¢astic v prostredich pufri a v prostredich s nizsi
iontovou silou (MilliQ a NaNQO,).
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Graf 1. Zavislost molekulové hmotnosti (M,) C&astic Cistého BSA na koncentraci BSA
v prostiedich MilliQ, NaNO3s, pH 4 apH 7
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4.1.2. Vliv zvysené teploty na BSA v pufru pH 7

V préaci byl zkouman vliv zvySené teploty na tvorbu a strukturu komplexii HA-BSA
v rliznych prostredich. Zvysena teplota o hodnoté 37°C byla aplikovana bud v koloné béhem
SEC separace, anebo vzorky byly predem inkubovany pfi dané teploté po dobu 12 hodin
(teplota kolony v tomto pfipadé byla 25°C).

Obecné molekula albuminu je stabilni v(¢i denaturaci az do teploty zhruba 66°C [113].
Proto v nasem pfipadé zvySena teplota 37°C by neméla vyrazné ovlivnit strukturu molekuly
BSA.

Pfi zvySené teploté kolony 37°C &astice ale vykazovaly vy$Si hodnoty gyracniho poloméru
a vnitini viskozity, pfi€emz molekulova hmotnost byla pfi zvySené teploté naopak nizsi, coz
mohlo byt nasledkem castecné denaturace a rozplétani 3D struktury BSA vlivem vysoké
iontové sily pufru a dodateéné zvySenou teplotou. ZvySené hodnoty gyracniho poloméru
ukazuji rovnéz na pravdépodobnou zménu struktury ¢astic molekul BSA pod vlivem vyssi
teploty.

Po inkubaci molekul BSA pfi teploté 37°C po dobu 12 hodin, molekulovd hmotnost se
rovnéz snizi spolu s gyracnim polomérem, coz rovnéz naznacuje na pravdépodobnou zménu
konformace ale vznik jiz stabilnéjsich a kompaktnéjsich struktur pfi plsobeni zvysené teploty
po delsi dobu.

Stanovené hodnoty se vsak s rostouci teplotou li§i minimainé, z ¢ehoz mizeme odvodit,
ze vliv zvySené teploty na BSA je také minimalni.

Na nasledujicim grafu (viz Graf 2) je ukazka ovlivnéni gyraéniho poloméru €astic molekul
BSA vlivem zvySené teploty v prostfedi pH 7 pufru. Je také vidét, ze hodnota gyraéniho
poloméru je zaznamenana pouze v rozmezi koncentraci BSA od 0,25 az 2 g-dm™.
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Graf 2. Hodnoty gyraéniho poloméru &astic BSA v pufru pH 7 v zavislosti na koncentraci
BSA. Viiv zvy$ené teploty kolony (37°C), a inkubace pfi 37°C po dobu 12 hodin

4.1.3. Vysledky isotermni titraéni kalorimetrie
Titrace molekul BSA byly provedeny do MilliQ vody a do roztok NaNO; a obou pufr(.
Idealné bychom zde méli pozorovat pouze signal odpovidajici rozpoustécimu teplu molekul
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BSA v pfislusném prostfedi. V rlznych prostredich vS8ak byl pozorovan odliSny charakter
a velikost signalu.

Titrace BSA do MilliQ anebo do roztoku 0,1 mol-dm™ NaNO; nesou exotermni charakter.
Pficemz signal titrace do NaNO; je cca 2-3x vétsi, nez signal u titraci do vody (viz Graf 3 a
v pfitomnosti soli, ktera odstini negativni naboj molekul a snizi tak odpudivé interakce, coz
ve vysledku vede k agregaci. Tento pfedpoklad koreluje s vysledky SEC-MALLS méfeni, kde
sUl vyvolala zvétSeni castic a celkové vyraznéj$i rozdéleni ¢astic podle velikosti. Dal$im
moznym dlvodem vétsiho exotermniho signdlu v pfipadé prostredi NaNO; je zména
usporadani samotnych iontl soli kolem molekul BSA.
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Graf 3 a Graf 4. Signal tepelného toku ITC titraci BSA v MilliQ do MilliQ vody (vlevo) nebo
0,1 mol-dm™® NaNO; roztoku (vpravo) v zavislosti na &ase.

cas (s)

ITC titrace BSA do pufru pH 7 nese rovnéz exotermni charakter, signdl vSak narlsta
s rostouci koncentraci BSA, coz znamenad, ze nejintenzivnéjsi interakce asociacni povahy
pravdépodobné probihaji az pfi vy$Sich koncentracich BSA. Pfi nizSich koncentracich BSA
pravdépodobné prilis vysoky pomér iontl prostiedi k molekuldm albuminu jiz brani jejich
vzajemnym interakcim (viz Graf 5).

Titrace inkubovaného pfi 37°C BSA do pufru pH 7 jsou jiz s endotermnim signalem
(viz Graf 5 a Graf 6), coz pravdépodobné znamenad, ze zde prevladaji disociaéni procesy. Je
dalS§im potvrzenim zmény struktury, které bylo stanoveno u SEC-MALL méfeni

(viz Odstavec 4.1.2).
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Graf 5 a Graf 6. Signal tepelného toku ITC titraci BSA v pufru pH 7 do pufru pH 7 v zavislosti
na Case. Vliv inkubaci BSA pri teploté 37°C (neinkubovany BSA vlevo, inkubovany BSA
vpravo)

4.2. Rada s nizkomolekulovou HA (340 kDa)

Zde byly zkoumany komplexy BSA s NMHA pomoci metod rozptylu svétla (SEC-MALLS,
DLS aELS) aizotermické titracni kalorimetrii. Vysledky téchto mérfeni budou popsany
v nasledujicich kapitolach.
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4.2.1. Vysledky SEC-MALLS méreni

| prfesto, ze SEC-MALLS se povazuje za velmi pfesnou analytickou metodu i v pripadé
velké polydisperzity vzork(, presné vysledky bychom mohli oéekavat pouze u homogennich
vzork(l, obsahujicich pouze jeden typ analytu. V nasem piipadé komplexy HA-BSA jsou
velmi heterogenni, coz se projevuje i na velkém poctll piku, odpovidajicich vylu€ujicim se
casticim.

Ve vsech prostiedich kromé MilliQ vody, mlizeme nalézt tfi chromatografické piky
odpovidajici tfem druhdm ¢astic. V prostredi MilliQ jsou pouze dva piky, pficemz druhy pik
se objevuje az pii vy$sich koncentracich BSA (5-10 g-dm™). Proto miZeme odvodit, Ze vétsi
iontova sila vyvolava vétsi rozdéleni &astic podle velikosti, stejné jak v pfipadé pouze
molekul BSA (viz Kapitola 4.1.1). Za zvy$ené iontové sily (0,1 mol-dm™ NaNOs) se objevuje
dalsi pik odpovidajici nejvétsim Easticim, které se vylu€uji z kolony prvni po poradi, maji
nizkou viskozitu a velké hodnoty molekulové hmotnosti a gyraéniho poloméru, coz jsou
pravdépodobné vétsi roztahlé agregaty komplex(. Takovou agregaci pravdépodobné
vyvolava iontova sila. Vétsi agregaty castic se rovnéz objevuji ve druhém piku ¢astic
v prostiedi MilliQ vody, ale, jak jiz bylo zminéno, pouze u nejvy$Sich koncentraci BSA
(5-10 g-dm™®), maiji visk6znéjsi charakter a vetsi molekulovou hmotnost. Vé&tsi koncentrace
BSA v prostfedi MilliQ zde pravdépodobné vedou k neutralizaci povrchového naboje HA
a k nasledné tvorbé agregati komplexu.

Castice hlavniho piku vykazuji pokles véech hodnot s rostouci koncentraci BSA. Kde
klesajici molekulova hmotnost nemusi znamenat fakticky jeji pokles, ale pouze mensi rozmér
castic, které se vyluCuji pozdéji z kolony, a maji signal odpovidajici mensim ¢asticim. Hlavné
k takové chybé muze dochazet kvili ménicimu inkrementu indexu lomu, ktery se do rovnice
softwaru Astra (doprovazejici SEC-MALLS instrumentaci) zadava jako konstantni za
predpokladu homogenity analytu. V tomto pfipadé vSak analyt vykazuje docela vysokou
heterogenitu, coz ve vysledku vede k chybé& pfi vypoétu hodnoty absolutni molekulové
hmotnosti.

Sul NaNO; zplsobi malé zmenseni castic obou pik(i hlavné podle M, a R,, castice
se stavaji kompaktnéjSi, arovnéz dochazi k vyraznéjSimu rozdéleni na tyto dva piky.
Ale zaroven se pfi vy$Sich koncentracich, jak jiz bylo zminéno, objevuje dalsi pik vétSich
agregatu. Vysledné zvysSeni rozdilu ve velikosti castic mezi piky je dalsim dikazem
intenzivnéjsiho rozdéleni ¢astic podle velikosti.

V pufrech pH 4 a pH 7 Castice jsou vyrazné mensi, nez v prostfedich MilliQ a NaNOs,,
a to hlavné podle molekulové hmotnosti, hydrodynamického poloméru a vnitfni viskozity.
Maji v8ak docela velky gyracni polomér, ktery je velikostné srovnatelny s hodnotou
gyracniho poloméru €astic v prostredich MilliQ a NaNOs;. Maji potom pochopitelné i vétsi
pomér gyra¢niho k hydrodynamickému poloméru (R,/R;), coz naznaCuje, ze C&astice jiz
nemaji kompaktni strukturu avzhledem ktak nizké molekulové hmotnosti jsou to
pravdépodobné fragmenty denaturovanych struktur komplexu.

Hodnoty molekulové hmotnosti, hydrodynamického poloméru a vnitini viskozity zejména
u Castic hlavniho piku se zde s rostouci koncentraci BSA skoro neméni, na rozdil od téch
samych ¢astic v prostredich MilliQ a NaNOs, coz je dilkazem toho, Ze pfili$ velka iontova sila
(v pufrech jsou kromé iontl citratu a hydrogenfosforeCnanu disodného pfitomné ionty
prfidané soli NaNOjs) brani kontrakci komplext a navic, vzhledem k vyrazné nizsim
velikostem ¢astic, pravdépodobné vyvolava €asteénou denaturaci nebo disociaci Castic
komplext. Rovnéz je mozné, zZe tak vysoka iontova sila (a hlavné v pripadé pH 4) vyvolava
tvorbu prili§ velkych agregatl neutralnich komplext, které se odfiltruji jes$té pred samotnym
mérenim pres filtr o velikosti 0,45 um. Zbylé rozpustné Eastice jsou pouze fragmenty téchto
komplexti o vyrazné nizsi molekulové hmotnosti, které jsou navic pfitomné v mensi
koncentraci. Pomér iontll prostiedi k takovym cCasticim se stava pomérné vysokym,
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a setkavame se znovu se situaci, kdy velkd koncentrace iontd vyrazné ovlivnuiji vyslednou
hodnotu molekulové hmotnosti Castic, stejné tak bylo v pfipadé pouze castic BSA
v prostredich obou pufrli (viz Kapitola 4.1.1).

V pfipadé pufru o pH 7 vSak €astice maji o néco vetsi molekulovou hmotnost, nez Castice
v pufru o pH 4, ale jsou mensi podle hydrodynamického poloméru arovnéz maji mensi
vnitfni viskozitu, coz pravdépodobné naznacuje na kompaktnéjsi c¢astice a rovnéz na mensi
vliv mechanického poskozeni pfi prichodu filtrem. Nedochazi zde k tak intenzivni precipitaci
jak vpH4 pufru (kde precipitace byla pozorovana vizualné), ale velka iontova sila
pravdépodobné rovnéz zpusobuje bud disociaci komplex(i anebo tvorbu vétSich agregatd,
které jsou nasledné odfiltrovany.

V nasledujicich grafech (viz Graf 7 a Graf 8) jsou znazornény hodnoty molekulové
hmotnosti a hydrodynamického poloméru castic komplex(i v riznych prostredich, kde je
patrné vidét vyse zminény rozdil mezi ¢asticemi v prostredich obou pufr(i a v prostredich
0,1 mol-dm™ NaNO; a MilliQ.
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Graf 7. Hodnota molekulové hmotnosti M, komplexi NMHA aBSA v zavislosti
na koncentraci BSA. Vliv riiznych prostredi (0,1 mol-dm™ NaNOs, MilliQ, pH 4 a pH 7 pufry)
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Graf 8. Hodnota hydrodynamického poloméru R,(v) komplexi NMHA a BSA v zavislosti
na koncentraci BSA. Vliv riznych prostredi (0,1 mol-dm™ NaNOs, MilliQ, pH 4 a pH 7 pufry)

V porovnani s méfenim SEC-MALLS ufad sjesté nizS§i molekulovou hmotnosti
HA (130 kDa) z predchozi bakalarské prace, je mozné odvodit, ze pokles veskerych hodnot
(Mw, Ry avnitfni viskozity [n]) s rostouci koncentraci BSA je vyraznéjsi v pfipadé del$iho

s molekulami albuminu a vyraznéj$i kontrakci vyslednych komplexi. Coz je vidét
v nasledujicim grafu (viz Graf 9).
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Graf 9. Hodnota molekulové hmotnosti M, castic komplexi HA a BSA v zavislosti na

koncentraci BSA v prostiedi MilliQ. Srovnani komplexii s HA o molekulové hmotnosti
130 kDa a 340 kDa

4.2.2. UV-VIS signal u méreni SEC-MALLS

Signal UV-VIS byl vyhodnocen kvantitativné, ato odectenim hodnoty napéti
odpovidajiciho signalu z UV-VIS detektoru. Nasledujici vypocet koncentraci BSA
v prislusném signalu byl proveden s pouzitim kalibraéni zavislosti, ktera byla sestavena
drive. Tato kalibraéni zavislost byla sestavena z naméfenych hodnot u fad molekul Cistého
BSA v riznych prostiedich.

Celkové signal z UV-VIS detektoru ve v8ech prostiedich je vyrazné nizsi (asi 3,5x) nez
u Cistého albuminu (referencni fady BSA v odpovidajicich prostredich), coz je dikazem
vazby albuminu na molekulu HA v kazdém prostredi a rovnéz tvorby vétsich agregatu, které
jsou patrné nasledné odfiltrovany jesté pfed samotnym mérenim, proto vysledné mnozstvi
detekovaného albuminu v roztoku je mensi. DalS$im moznym dlvodem nizsiho signalu je
tzv. ,skryti“ Casti molekul BSA dovnitf struktury fetézce HA, coz déla BSA casteCné
neviditelnym pro UV detektor.

S rostouci koncentraci BSA UV signal prvniho piku roste v kazdém prostiedi, coz
a BSA, anebo se tvofii komplexy mensich velikosti, které projdou filtrem pfi filtraci.

Po pfidani NaNO; se vyrazné snizi UV signal €astic hlavniho piku (viz Graf 11), coz je
v souladu s dfivéjSim odvozenim o tvorbé vétSich castic pfi zvySené iontové sile
(viz kapitola 4.2.1), které se odfiltruji pfed mérfenim. Ve vysledku koncentrace BSA
pritomného v rozpustnych komplexech je nizsi, a proto je také nizSi UV signal. Procenta
odfiltrovaného BSA (respektive zabudovaného do struktury komplext s HA) se s rostouci
koncentraci BSA snizuje jiz méné vyrazné, nez v prostredi MilliQ (viz Graf 10).
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precipitaci (ktera byla pozorovana vizualné) a odfiltrovani vétSiho podilu BSA v nerozpustné
formé (viz Graf 11). V pufru o pH 7 signal je o néco vyssi, nez v pH 4 pufru, ale presto stale
niz$i, nez v MilliQ vodé, coz je dalSim dllkazem tvorby vétSich agregatl pii zvy$ené iontové
sile. Procenta odfiltrovaného BSA se zvySujici se koncentraci BSA zde skoro neméni, coz
potvrzuje rovnéz méné vyraznou kontrakci ¢astic.

V nasledujicim grafu (viz Graf 10), jsou znazornény procenta odfiltrovaného mnozstvi
albuminu od puvodni koncentrace v roztoku v rliznych prostredich. Je zde vidét, Ze nejméné
odfiltrovaného BSA je u komplexu s HA v MilliQ vodé. Hodnoty mnozstvi odfiltrovaného BSA
byly ziskany odeétenim vypocétené koncentraci BSA, pfitomného v signalu pfislusného piku
(viz zaCatek kapitoly 4.2.2), od pocatecni koncentrace BSA v roztoku (viz Tabulka 1)
a naslednym pievedenim na procenta od po¢atec¢niho mnozstvi BSA v roztoku.
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Graf 10. Procentuélni mnoZstvi odfiltrovaného BSA (v poméru k ptvodnimu mnoZstvi BSA
v roztoku) v nerozpustnych komplexech s NMHA v zavislosti na koncentraci BSA a prostredi
(MilliQ, NaNQOs, pH 4 a pH 7)

V nasledujicim grafu (viz Graf 11) jsou znazornéné procentualni mnozstvi objeveného
BSA u castic komplext hlavniho piku v raznych prostredich. Je zde vidét, Ze nejvétsi
mnozstvi BSA ve formé rozpustnych komplexu je pfitomno zase v MilliQ vodé. Tato mnoztvi
byla ziskana vy$e zminenym vypocétem z kalibraéni kfivky koncentraéni zavislosti UV-VIS
signalu molekul BSA (viz zacéatek kapitoly 4.2.2)
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Graf 11. Procentuélni mnozstvi BSA pfitomného v rozpustnych komplexech s NMHA
hlavniho piku v poméru k vychozi koncentraci BSA v zavislosti na koncentraci BSA
a prostredi (MilliQ, NaNOs, pH 4 a pH 7)

4.2.3. Vliv zvySené teploty na komplexy NMHA a BSA (SEC-MALLS méfreni)

PFi posouzeni vlivu zvySené teploty byl vyuzit stejny postup jak i v pfipadé pouze fad BSA.
Byla aplikovana teplota 37°C béhem separace nebo rovnéz béhem pfipravy vzork(.

Za predpokladu, ze komplexy HA-BSA jsou elektrostatické povahy a jsou fizené prevazné
entropicky, entalpicka slozka a s tim souvisejici teplota by nemély mit zasadni vliv na tvorbu
a strukturu téchto komplext (viz Kapitola 2.3)

Zvysena teplota vSak pusobi rzné na castice komplex(l v jednotlivych prostredich.
V pfipadé 0,1 mol-dm™ roztoku NaNO; zvySena teplota kolony snizuje vysledné hodnoty
molekulové hmotnosti (viz Graf 12), polomérQ a vnitini viskozity ¢astic. Jelikoz rozdil je velmi
maly, zde vyssSi teplota pravdépodobné zplsobi pouze redukci iontového obalu ¢astic.
V prostredi obou pufrli pozorujeme opacny jev. Vysledné hodnoty molekulové hmotnosti,
vnitfni viskozity a gyracniho poloméru a poméru R,/R; se zvys$i, coz s ohledem na to, ze
¢astice jsou puvodné v téchto prostiedich mensi, nez v MilliQ a NaNQOs, ukazuje na fakt, ze
zvy$ena teplota vyvolava tzv. ,rozbaleni“ ¢astic a nasledné vyraznéjsi asociaci iontll. Po
inkubaci pfi 37°C v prostredi pufru pH 7, Castice se stavaji jesté vétsi (viz Graf 13), ale
snizuje se pomeér gyracniho k hydrodynamickému poloméru (R,/R;), coz mize byt
dusledkem asociaci dal$ich iontll na malé c¢astice a zvyseni tak hydrodynamického polomeéru
téchto &astic, zatimco gyracni polomér se nezméni.

V nasledujicim grafu (viz Graf 12) je zndzornéno malé snizeni molekulové hmotnosti M,,
komplext v prostfedi 0,1 mol-dm™ NaNO; se zvy$enim teploty kolony.
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Graf 12. Zavislost molekulové hmotnosti M, komplexi NMHA a BSA na koncentraci BSA.
Vliv teploty kolony.

Na nasledujicim grafu (viz Graf 13) vidime zvySeni molekulové hmotnosti (a potom
i velikosti) ¢astic komplex(i se zvysujici se teplotou v prostredi pufru pH 7. Rovnéz je vidét
vy$e zminény vliv inkubace pfi zvySené teploté 37°C, kdy pozorujeme jesté vétsi velikost
castic.
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Graf 13. Zavislost molekulové hmotnosti M, komplexii NMHA a BSA na koncentraci BSA
v prostredi pufru pH 7. Vliv zvySené teploty kolony ainkubace vzorki pii teploté
37°C po dobu 12 hodin

4.2.4. Vysledky DLS méreni

DLS méreni bylo provedeno pomoci titraci BSA do roztoku hyaluronanu. Vzorky na rozdil
od méfeni SEC-MALLS nebyly pfedem filtrovany, a proto se vznikajici velké agregaty
vyrazné podilely na extrémné vysoké polydisperzité a nasledné nizké presnosti vysledku
méreni. Pravdépodobné kvli této vysoké polydisperzité a pfitomnosti velkych agregatu byla
namérena extrémné velka Z-primérna velikost ¢astic, a to v kazdém prostiedi. U v§ech rad
vzork(l s NMHA byl objeven vSak pouze jeden pik, odpovidajici rozptylu svétla malych ¢astic.

V prostiedi MilliQ a NaNOj s rostouci koncentraci BSA velikost castic roste, a jejich
zastoupeni klesa, coz znamena, ze pfi vys$Sich koncentracich BSA v roztoku je vétsi
zastoupeni mensSich Castic, kdyz pfi nizSich koncentracich BSA v roztoku naopak prevladaji
vétsi Castice. Je to v souladu s poklesem velikosti €astic se zvysujici se koncentraci BSA,
ktery byl stanoven pomoci SEC-MALLS méreni. Velikost téchto nejmensich astic je o néco
niz8i v prostredi NaNOs, nez v prostiedi MilliQ (viz Graf 15), coz se shoduje se zmensujici se
velikosti ¢astic hlavniho piku u méreni SEC-MALLS. Namérena Z-priimérna velikost vs§ak
v roztoku NaNO; je vétsi, nez v MilliQ (viz Graf 14), coz znovu koreluje s vysledky SEC-
MALLS, kdyZ vezmeme v Uvahu objeveni dalsiho piku vétsich agregatl v pfitomnosti NaNO;
soli. Vysledky DLS tim padem potvrzuji vznik vétSich agregatu pfi zvy$eni iontové sily
a rovnéz vyraznéjsi rozdéleni €astic podle velikosti.

DLS signal v prostiedi obou pufr(i ukazuje na zhruba stejnou velikost a povahu castic jak
vpH 4 tak ivpH 7 pufru. Castice se v8ak zde vyrazné li$i od &astic v prostfedich MilliQ
a NaNO;. Celkové hodnoty jsou hodné fluktuujici a zatizené velkou chybou, pravdépodobné
kvuli vysoké heterogenité vzork( a pritomnosti jesté vétsich agregatl v téchto prostredich.
Z-primérna velikost Castic je potom pochopitelné vétsi, nez v prostredich MilliQ a NaNOs
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(viz Graf 14), ale velikost ¢astic hlavniho piku je naopak menSi (viz Graf 15), coz znovu
koreluje s daty SEC-MALLS mérfeni, kde se velikost ¢astic hlavniho piku vyrazné zmensi

v prostiedich obou pufr{.

Na nasledujicich grafech je zobrazeno porovnani Z-primérné velikosti ¢astic komplexu
HA-BSA arovnéz velikost cCastic prvniho piku s nejvétsim zastoupenim v rlznych

prostredich.
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Graf 14. Z-primérna velikost ¢astic komplexit NMHA a BSA v zavislosti na koncentraci BSA
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4.2.5. Zeta potencial ¢astic (DLS méreni)

Hodnota zeta potencidlu vzork(l byla stanovena béhem DLS titraci pouzitim metody
elektroforetického rozptylu svétla ELS, a to po kazdém pfidavku BSA k roztoku NMHA.

Zeta potencial vypovida obecné o stabilité &astic vroztoku. Cim vétsi je absolutni

neutralizace povrchovych naboju HA a BSA a s tim spojené snizeni absolutni hodnoty zeta
potencialu téchto komplex( (viz Kapitola 2.4).
(viz Graf 16), kde rovnéz lehce nar(istaji s rostouci koncentraci BSA, coz slouzi jako indikace
probihajicich interakci mezi HA a BSA a ¢asteéné neutralizaci naboje HA vazbou molekul
BSA. Po pfidavku soli se v8ak absolutni hodnota zeta potencialu vyrazné snizi a jiz se
zvySujici se koncentraci BSA skoro neméni, coz pravdépodobné slouzi indikaci méné
intenzivnich interakci HA-BSA. Jednoduse iontova sila zde stini molekuly obou komponent
a snizuje kapacitu vazby velkého poltu molekul BSA, jak tomu bylo v nepfitomnosti soli.
V pufrech zeta potencidl €astic je velmi fluktuujici hodnota, je jeSté vysSi, nez v roztoku
NaNO; a méa skoro stejnou hodnotu v obou pufrech. Castice jsou zde nejméné stabilni
a pochopitelné agreguji do vétSich komplexu, coz ibylo odvozeno z méreni SEC-MALLS
a DLS.
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Graf 16. Zeta potencial castic komplexii NMHA a BSA v zavislosti na koncentraci BSA
v riiznych prostfedich (MilliQ, 0,1 mol-dm™ NaNO;, pufry pH 4 a pH 7)

4.2.6. Méreni pH hodnoty (DLS méreni)

Béhem DLS titraci byla rovnéz pomoci ponofené do roztoku elektrody zaznamenana
hodnota pH prostfedi. Zajimavym objevem u téchto titraci bylo postupné zvySovani pH
hodnoty v roztoku s rostouci koncentraci BSA, ato ve v8ech prostredich. Nejintenzivnégji
véak pH narlsta vroztoku 0,1 mol-dm™ NaNOs. Narlst pH je pravdépodobné zptsoben
vazbou H* iontd na volné molekuly BSA v roztoku. BSA v tomto pfipadé rovnéz miizeme
povazovat za slabou bazi, ktera po pfidani do roztoku pochopitelné zvysi pH hodnotu.
V pfitomnosti soli interakce, jak jiz bylo dfive odvozeno, jsou méné intenzivni, a je vétsi podil
volného BSA, ktery je nasledné schopny vazat vét§i mnozstvi H* iontd z roztoku a vyraznéji
zvy$ovat hodnotu pH. V pH 4 pufru vSéak nariist pH je nejmensi, pravdépodobné kvdli
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precipitaci vét§iho mnozstvi BSA zroztoku. Je rovnéz potfeba zdlraznit, ze v pripadé
prostiedi obou pufri narlist pH po pridani slabé bazi (BSA) mize byt vyrazné potlacen kvuli
pufracni kapacité pufril. Roztok NaNOs v$ak takové vlastnosti nema a nartist pH hodnoty
potom muze byt intenzivnéjsi, nez v pripadé prostiedi pufrd.
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Graf 17. Hodnota pH v roztoku pii titracich BSA do NMHA v zavislosti na koncentraci BSA
v riiznych prostredich (MilliQ, 0,1 mol-dm™ NaNO;, pufry pH 4 a pH 7)

4.2.7. Vysledky ITC méreni

Méreni ITC zkoumanych interakci mezi albuminem a nizkomolekulovym hyaluronanem
v mnoha pfipadech poskytlo velmi heterogenni signal tepelného toku, ktery nebylo mozné
dale analyzovat. Dlvodem tomu pravdépodobné slouzi docela komplikovana povaha tvorby
komplext a interakce molekul analytl s dal§imi slozkami systému, jako napfiklad ionty
prostiedi. Pravdépodobné zde probiha jak asociacni procesy tvorby komplext a vazby iontd,
tak idisociacni pochody bud ujiz vytvorenych komplexd nebo iontl. Signal je vsak
vysledkem poskladani veskerych exo a endotermnich procesli, kde nékteré se mohou
navzajem rusit. Nejméné heterogenni exotermni signal tepelného toku byl zaznamenan
pouze v MilliQ vodé (viz Graf 18), pficemz v pfipadé sady s HA o niz8§i molekulové hmotnosti
(90-130 kDa), tento signal byl skoro zanedbatelny vuaéi signalu u komplexd s HA
o vy$Si molekulové hmotnosti (340 kDa). Po pfidavku soli se signal vyrazné snizil (asi 20x)
arovnéz se tam zaCaly objevovat jak exo tak i endotermni piky signalu tepelného toku
(viz Graf 19). Toto potvrzuje, ze iontova sila pravdépodobné docela vyrazné stini interakce
HA-BSA, anebo signal téchto méné intenzivnich exotermnich interakci se muize také vyrusit
signalem disociaci malych iontl soli, které nejsou pfitomné v MilliQ vodé.
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Graf 18 a 19. Signal tepelného toku pfi ITC titraci BSA do roztoku NMHA (340 kDa)
v prostfedi MilliQ (vlevo) a v prostredi 0,1 mol-dm > NaNOjs(vpravo) v zavislosti na &ase

V ostatnich prostredich s vy$si iontovou silou (pH 4 a pH 7 pufry) signél je, jak jiz bylo
zminéno, velmi heterogenni, a nejde z toho uréit zadny trend nebo povahu interakci mezi HA
a BSA. Priklad je znazornén v nasledujicim grafu (viz Graf 20), kde BSA byl titrovan do
roztoku NMHA v pufru o pH 7.
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Graf 20. Signal tepelného toku pfi ITC titraci BSA do roztoku NMHA v prostfedi pH 7 pufru
v zavislosti na ¢ase

4.3.Rada s vysokomolekulovou HA (1500-1750 kDa)

Zde byly zkoumany komplexy BSA s VMHA taktéz pomoci metod rozptylu svétla
(SEC-MALLS, DLS aELS) aizotermické titraéni kalorimetrii. Vysledky méfeni budou
popsany v nasledujicich kapitolach.

4.3.1. Vysledky SEC-MALLS méreni

Nastaveni méreni rozptylu svétla u komplexd BSA-VMHA bylo obdobné jak u komplext
s NMHA. Pii méreni SEC-MALLS téchto komplex(l byla objevena jesté vétsi heterogenita
analytu. Chromatografické piky byly k tomu vice od sebe separované.

U castic komplexu rady s vysokomolekulovou HA jsou rovnéz pfitomny tii piky ¢astic, ale
jiz ve vSech prostiedich (v€etné MilliQ). Charakter vylu€ovanych €astic a jejich poradi je vSak
stejné jak urfad s NMHA. Ve druhém piku se ve vétsiné pfipadd vylucuji hmotnéjsi, ale
kondenzovanégjsi astice, nez Eastice prvniho piku. Vétsi €astice 3. piku, se vyluéuji z kolony
nejdrive a maji nizkou viskozitu, ale velkou molekulovou hmotnost a gyra¢ni polomér, jsou to
pravdépodobné velké expandované agregaty.

Vsechny namérené hodnoty (molekulové hmotnosti, polomérQ, vnitini viskozity) se zde
rovnéz snizuji s rostouci koncentraci BSA, a dokonce pfi nejvyssich koncentracich BSA jsou
hodnoty nékdy i mensi, nez v pfipadé rfad s nizkomolekulovou HA, coz mlze byt zplsobeno
intenzivnéjsimi interakcemi vysokomolekulové HA s BSA, ajako disledek vétsi kontrakci
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velikosti vyslednych komplex(. V nasledujicim grafu (Graf 21) je znazornén jev, kdy
hydrodynamicky polomér komplext s VMHA je niz$i nez u komplexl s NMHA pri vyssich
koncentracich.
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Graf 21. Velikost hydrodynamického poloméru R.(v) castic komplextd HA a BSA v zavislosti
na koncentraci BSA v prostiedi MilliQ u fad s vysoko a nizkomolekulovou HA.

lontova sila vroztoku 0,1 mol-dm™ NaNO; stale stini idel$i Fetézec VMHA pred
interakcemi s BSA, ale pravdépodobné jiz méné vyrazné, nez tomu bylo v pfipadé kratSiho
retézce NMHA. Nedochazi zde k tak intenzivni agregaci komplexu, jelikoz molekula VMHA
pravdépodobné stale obsahuje vétsi pocet nabitych skupin, které tomu dokazou zabranit. Ale
kvali vétSimu stinéni ionty soli se na HA fetézec navaze mensi mnozstvi molekul BSA
a komplexy nepodlehnou tak vyrazné kontrakci jak v MilliQ prostfedi. Ve vysledku se potom
da rict, ze sll zpUsobuje expanzi komplext hlavniho piku a relevantni zvétseni veskerych
hodnot (molekulové hmotnosti, polomérd a vnitini viskozity) ¢astic téchto komplexu. Ukazka
toho je znazornéna v nasledujicich grafech (viz Graf 22 a Graf 23), kde je vidét zvySeni
molekulové hmotnosti a hydrodynamického poloméru komplext v pfitomnosti soli.
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Graf 22. Molekulovéa hmotnost M,, ¢astic komplexu hlavniho piku VMHA a BSA v zavislosti
na koncentraci BSA v riznych prostredich (MilliQ, 0,1 mol-dm™3 NaNO,, pufry pH 4 a pH 7)

Rh{v) [nm]

80

70 4
B
60 -
50
—+—NaNO3
40 -
—a— MilliQ
—&— pH4
30 P
—=—pH7
20 -
10 Ry gy 4 —
0 T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Koncentrace BSA [g-dm3]

Graf 23. Hydrodynamicky polomér R,(v) castic komplextu vysokomolekulové HA a BSA
v z4vislosti na koncentraci BSA v riiznych prostfedich (MilliQ, 0,1 mol-dm™ NaNOs, pufry
pH 4 a pH 7)

V pfipadé prostredi pufri jsou vysledky obdobné, jak tomu bylo u nizkomolekulové HA.
Zde jsou castice vyrazné mensi podle vSech parametr(i, nez v pfipadé prostredi MilliQ
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a NaNQj (viz Graf 22, Graf 23), kromé gyracniho poloméru R, ktery zUstava stejné velky,
jak v pfipadé prostredi MilliQ a NaNOs.(az 100-120 nm pfi nizkych koncentracich BSA) Vétsi
je potom pochopitelné i pomér R,/Ry v prostredich pufrd, indikujici vyraznou expanzi ¢astic
bud vlivem velké iontové sily, jak tomu bylo v NaNO; prostfedi (oproti MilliQ), anebo
fragmentaci (Ci mechanickym poskozenim) pfi prichodu filtrem. Dlvod takové vyrazné
redukce velikosti ¢astic v prostredich pufrli je pravdépodobné obdobny, jak to bylo popsané
u fad nizkomolekulove HA. Vysoka iontova sila zplUsobi bud vétsi agregaci komplex(l a tim
padem jejich odfiltrovani jesté prfed méfenim, anebo rovnéz moznou fragmentaci téchto
komplext pfi prichodu filtrem. Vysoky pomér iontd ke zbylym rozpustnym fragmentim
pravdépodobné mlze mit vliv na 3D strukturu vznikajicich utvarl, coz nasledné ma za
nasledek zmény v intenzité rozptyleného zareni a vyrazny vliv na vypocet hodnot molekulové
hmotnosti a gyracniho poloméru ze signalu rozptylu svétla. Vysoka iontova sila je rovnéz
schopna sama o sobé zpuUsobit disociaci komplex(l a vysledné zvétsit zastoupeni mensich
castic.

Prekvapivé castice komplext vysokomolekulové HA v pufrech jsou velikostné
a hmotnostné srovnatelné anebo i mensi, nez komplexy nizkomolekulové HA (viz Graf 24),
s vyjimkou gyracniho poloméru R,,, ktery zlistava vétsi u komplext s HA o vy$s$i molekulové
hmotnosti (viz Graf 25). Je to velmi pravdépodobné dikazem vyse zminéné hypotézy tvorby
vétSich komplex(i v prostredich obou pufrd, a jejich nasledného odfiltrovani pred mérenim,
a rovnéz uplatnéni mechanického poskozeni (fragmentace) pfi prichodu filtrem. Zbyvajici po
filtraci rozpustné castice (utvary) jsou podobné u obou HA, ale v pfipadé vysokomolekulové
HA jsou jenom vice prostorové ,roztazené“ (vétsi pomér R,/R; v pfipadé VMHA). Popsany
jev je znazornén na nasledujicich grafech, kde muzeme vidét vétsi hodnoty molekulové
hmotnosti M,, v pfipadé komplext s NMHA (Graf 24), ale vétsi gyracni polomér R,, v pfipadé
komplexti BSA s VMHA (Graf 25)

180 -

L}
160 1\
i
\
\
140 3 ‘/.—"\1/4
120 -
r
"= 100
<) —=—pH7 HA 340 kDa
2 pH4 HA 340 kDa
= 80 -
—a— pH4 HA 1500kDa
—<—pH7 HA 1500 kDa
60 -
40 -
20 -
0 . ‘ ‘ . . ‘ . . ‘ :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Koncentrace BSA [g-dm?]

Graf 24. Molekulova hmotnost M, castic komplexii HA a BSA v zavislosti na koncentraci
BSA v prostredich pufru pH 4 nebo pH 7 a u fad VM a NMHA
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Graf 25. Velikost gyra¢niho R, a hydrodynamického poloméri R(v) castic komplexi HA

a BSA v zavislosti na koncentraci BSA v prostiedi pH 4 pufru a s pouZitim HA o riznych
molekulovych hmotnostech (340 kDa NMHA a 1350-1500 kDa VMHA).

4.3.2. Vliv zvySené teploty na komplexy VMHA a BSA (SEC-MALLS méreni)

Pro posouzeni vlivu zvysené teploty na tvorbu a strukturu komplexi BSA-VMHA byla
rovnéz aplikovana teplota 37°C bud béhem separace v koloné SEC, nebo jiz béhem pfipravy
inkubovanych vzork( pfi dané teploté po dobu 12 hodin. Zde rovnéz za piedpokladu
entropicky fizenych elektrostatickych interakci, teplota by neméla vyrazné ovlivnit strukturu
a tvorbu komplex.

Zvysena teplota kolony v prostfedi 0,1 mol-dm™ NaNO; zase zpUsobi zmenseni hodnot
gyracniho, hydrodynamického polomér(l ¢astic (viz Graf 26), ale skoro neovlivni poloméry
castic v prostredi pufru o pH 7 (viz Graf 27). Inkubace vSak v prostfedi pufru o pH 7 pfi
teploté 37°C po dobu 12 hodin zpUsobi zmenseni ¢astic podle molekulové hmotnosti
a gyraéniho poloméru (viz Graf 27, Graf 28), snizi se zde rovnéz pomér R,/Rn coz
naznacuje, ze se Castice po inkubaci stavaji kompaktnéjsi. Je ziejmé, ze, jak v pfipadé
komplexti s NMHA, tak i v pfipadé komplexti s VMHA, takové inkubace vyvolava zmény ve
strukture komplext. Zmény zplsobené zvys$enou teplotou jsou rovnéz velmi malo vyrazné,
z ¢ehoz mUzeme odvodit, Ze teplota ovliviiuje komplexy HA-BSA minimalné. Tyto minimalni
zmény zpusobené zvysenou teplotou mlzZeme vidét na nasledujicich grafech, které
znazorfiuji zmény hydrodynamického, gyraéniho poloméru a molekulové hmotnosti
v zavislosti na koncentraci BSA v prostfedich 0,1 mol-dm™ NaNO; a pH 7 pufru.
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Graf 26. Gyraéni R, a hydrodynamicky Rp(v) polomér c&astic komplexi VMHA a BSA
v zavislosti na koncentraci BSA v prostfedi 0,1 mol-dm™ NaNOs. Porovnéni hodnot pfi
normalni (25°C) a zvy$ené teploté (37°C) kolony
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Graf 27. Gyracni polomér R,, ¢astic komplext VMHA a BSA v zavislosti na koncentraci BSA
v prostredi pH 7 pufru. Porovnani vysledkd pri normalni (25°C), zvySené teploté (37°C)
kolony a po inkubaci vzork( pfi 37°C po dobu 12 hodin.
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Graf 28. Molekulova hmotnost M,, ¢astic komplexti VMHA a BSA v zavislosti na koncentraci
BSA v prostiedi pH 7 pufru. Porovnani vysledkd pfi normaini (25°C), zvySené teploté (37°C)
kolony a po inkubaci pfi 37°C po dobu 12 hodin.

4.3.3. UV-VIS signal u méreni SEC-MALLS

Z UV-VIS signalu byla stanovena koncentrace pfitomného BSA v komplexech s VMHA.
Koncentrace byla stanovena stejnym zplsobem jako v pfipadé komplexd s NMHA.
Z kalibracni kfivky sestavené z méreni Cistého BSA a odpovidajici hodnoty UV-VIS signalu
komplexti byla vypocitana koncentrace BSA pritomného v téchto komplexech. Tato
koncentrace byla vyjadiena v procentudlnim poméru k mnozstvi plvodni koncentrace BSA
v roztoku. Zbytek byl rovnéz pifeveden na procenta od celkového mnozstvi BSA v roztoku
a vyjadren jako odfiltrovany podil.

Oproti signalu u komplexi s HA o molekulové hmotnosti 340 kDa, signal komplexu
s vysokomolekulovou HA (1500-1750 kDa) je vyrazné vyssi (hodnota napéti), coz naznacuje

signal je zase v pfipadé pH 4 pufru, kde doSlo k intenzivni precipitaci a odfiltrovani vétsiho
podilu BSA ve formé nerozpustnych komplext. Nejvétsi UV signal je v MilliQ prostiedi, kde
pravdépodobné nejvice navazaného BSA je ve formé rozpustnych komplex(. Po pridavku
soli NaNO; se signal snizi, ato hlavné pfi nizSich koncentracich BSA, coz asi slouzi
dikazem méné intenzivnich interakci v tomto prostredi a vétsim podilem odfiltrovaného
BSA, znovu stejné, jak tomu bylo u komplext s nizkomolekulovou HA. V pfipadé vs$ak
komplext s vysokomolekulovou HA mlzeme pozorovat rozdéleni UV signalu jiz na dva piky,
coz slouzi indikaci vétsi heterogenity komplext s vysokomolekulovou HA.

Na nasledujicim grafu (viz Graf 29) mUzeme rovnéz vidét rozdil signalu UV-VIS
u komplexi s VMHA asNMHA. Mensi procentudini mnozstvi BSA pfitomného
v komplexech s NMHA, jak jiz bylo odvozeno, je dllkkazem intenzivnéjsich interakci v pfipadé
komplext s vysokomolekulovou HA.
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Graf 29. Procentualni mnoZstvi pritomného BSA v rozpustnych komplexech s HA hlavniho
chromatografického piku (v poméru k vychozimu mnoZstvi BSA) v zavislosti na koncentraci

BSA v prostfedi 0,1 mol-dm > NaNO;. Porovnéni vysledkt u komplexii s VMHA (1500 kDa)
a s NMHA (340 kDa).

Procentualni mnozstvi BSA pritomného v chromatografickém hlavnim piku &astic od
celkové plivodni koncentrace miizeme vidét v nasledujicim grafu (viz Graf 30). Je vidét, ze
s rostouci iontovou silou se mnozstvi BSA v komplexech s HA snizuje, coz mlize slouzit jako
dukaz odfiltrovani vétsiho mnozstvi BSA ve formeé vétsich nerozpustnych komplext HA-BSA.
Zajimavy v8ak je jev, ze toto mnozstvi BSA, pritomné v asticich hlavniho piku, se témér
srovna ve véech prostfedich pfi vyssich koncentracich BSA (10 g-dm™), coz pravdépodobné
svéd¢i o maximalnim mozném mnozstvi navazaného BSA a uniformité komplexU pfi téchto
nejvyssich koncentraci v jakémkoliv prostfedi. Cast zbylého BSA, ktera nebyla objevena
v ¢asticich hlavniho piku, mGze byt rovnéz ,skryta“ uvnitr struktury HA, coz se taktéz projevi
na snizeni signalu UV-VIS. Tento jev zejména mulzeme ocCekdavat v prostredi s nizkou
iontovou silou (MilliQ a NaNOs), kde signal UV pii vyssich koncentracich BSA, jak mizeme
vidét z nasledujiciho grafu (viz Graf 30), je skoro konstantni, zatimco data ze SEC-MALLS
sveédcCi o pokracuijicich interakcich a vazbé dalSich molekul BSA (viz Kapitola 4.3.1).
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Graf 30. Procentualni mnoZstvi pfitomného BSA v rozpustnych komplexech s VMHA
hlavniho chromatografického piku (v poméru k vychozimu mnoZstvi BSA) v zavislosti na
koncentraci BSA v riznych prostredich (MilliQ, NaNOs, pH 4 a pH 7)

4.3.4. Vysledky DLS méreni

DLS méfeni komplexii BSA-VMHA bylo rovnéz provedeno v titracnim modu, kde roztok
BSA byl titrovan do roztoku VMHA. BEhem mérfeni byla rovnéz zaznamenana hodnota zeta
potencidlu apH roztoku. Stejné jako komplexy s NMHA, vzorky komplexdl s VMHA
vykazovaly velkou polydisperzitu, a proto vysledky DLS méfeni téchto vzorkl jsou velmi
nepresné a mély by slouzit pouze jako orientacni.

Hlavni rozdil fad komplexdl s nizkomolekulovou HA od fad komplext
s vysokomolekulovou HA je ve zvyseném poctu pikQ rozptylu svétla, coz svéd¢i o vétsi
heterogenité castic v pripadé komplexti HA-BSA s vysokomolekulovou HA. Zde jiz mizeme
pozorovat tfi piky v prostiedich MilliQ, NaNOj a pH 7 pufru, a dokonce 4 piky v pufru pH 4,
kde dochézi k intenzivni precipitaci €astic. Je vidét, ze s rostouci délkou retézce HA se
zvySuje mnozstvi pikd a souvisejici heterogenita castic komplext. Zajimavy je jev, ze
Z-prumérna velikost c¢astic je mensi ukomplexi s VMHA, nez ukomplexd s NMHA
(viz Graf 31), coz pravdépodobné svédci o intenzivnéjsi tvorbé vétsich agregati a nasledné
precipitaci komplext BSA s nizkomolekulovou HA, zatimco komplexy s vysokomolekulovou
HA, kvuli intenzivnéj$im interakcim, jsou vysledné mensi a jsou rovnéz stabilnéjsi v roztoku
a nepodléhaji tak intenzivni agregaci. Je potfeba také podotknout, ze s ohledem na velkou
polydisperzitu sytému je vypocet primérné velikosti zatizen velkou chybou. To se mlze
rovnéz podilet na rozdilu Z-priimérné velikosti u komplext s VM a NMHA.

Zde rovnéz dochazi ke snizeni Z-primérné velikosti ¢astic s rostouci koncentraci BSA,
zejména v prostiedi MilliQ (muzeme vidét na nasledujicim grafu, viz Graf 31), coz je
v korelaci s daty SEC-MALLS (viz Kapitola 4.3.1).
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Graf 31. Zavislost Z-prumémé velikosti ¢astic komplexii HA-BSA v zavislosti na koncentraci
BSA urad s VMHA (1500-1750 kDa) a NMHA (340 kDa) v prostiedi MilliQ.

Castice prvniho piku jsou malé a velikostn& srovnatelné se stejnymi &asticemi komplex(
s NMHA, ale vSak s vyrazné menSim zastoupenim. Nejvétsi zastoupeni zde jiz maji vétsi
¢astice dalsich pik(.

Pridavek soli NaNQO; zde zpuUsobi zvétseni velikosti jak mensich tak i vétSich ¢astic, a to
hlavné pfi nizSich koncentracich BSA (viz Graf 32), a rovnéz zvySeni zastoupeni vétSich
castic v roztoku analytu (viz Graf 33), coz koreluje s daty ze SEC-MALLS, kde zvySeni
iontové sily rovnéz zpusobilo malé zvétseni ¢astic hlavniho piku a to také spise pfi nizSich
koncentracich BSA (viz Graf 23). Tyto vysledky jsou v souladu s vySe popsanou expanzi
komplexti s vysokomolekulovou HA v pfipadé vzork(i se zvySenou iontovou silou
(viz Kapitola 4.3.1).
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Graf 33. Procenta plochy piku vétSich Castic 2. piku komplexti VMHA a BSA v zavislosti
na koncentraci BSA v prostfedich 0,1 mol-dm™ NaNO; nebo MilliQ

68



V prostredi pufru pH 4 Z-primérna velikost ¢astic je vyrazné vétsi, nez v pripadé prostredi
MilliQ a NaNOj. V pH 7 pufru jsou Castice pochopitelné o néco mensi, nez v pufru pH 4
(viz Graf 34), kdyz vezmeme v Uvahu precipitaci komplextd pfi pH4. V téchto prostiedich
hydrodynamicky polomér projevuje rovnéz nejvétsi fluktuace, jak tomu bylo u komplex(
s NMHA. | kdyz mensi castice prvniho piku v prostiedich obou pufrd jsou mensi, nez
v pfipadé prostredi s nizsi iontovou silou (stejné jak tomu bylo ufad komplexd
s nizkomolekulovou HA), jejich zastoupeni je zde nejmens$i. Naopak zastoupeni vétsich
castic je v prostredi pufril vétsi, nez napriklad v prostiedi MilliQ a NaNO; (viz Graf 35,
Graf 36), coz je dalsim dilkazem tvorby vétSich komplex( a jejich intenzivnéj$i precipitaci
v prostiedich s vysokou iontovou silou. Na nasledujicich grafech je zndzornéné porovnani
velikost a plochy piku signalu rozptylu svétla odpovidajicim vétsim ¢asticim komplexd VMHA
a BSA. Je zde vidét, Ze vétsi iontova sila zplsobi tvorbu vétsich komplexd.
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Graf 34. Velikost vétsich castic 3. piku komplexi VMHA a BSA v zavislosti na koncentraci
BSA v prostredich pufrii o pH 4 apH 7
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Graf 35. Procenta plochy piku vétsich castic 2. a 3. piku komplexti VMHA a BSA v zavislosti
na koncentraci BSA v prostredich MilliQ a pufru o pH 7

Procenta plochy piku signalu €astic 3. piku

[%]

80
70

° fm W“&*W—Aw

50 +

30
20 +

10

0 1 2 3 4 5 b 7 8 9
Koncentrace BSA [g-dm]

—<—pH7
pH4
—+— NaNO3

Graf 36. Procenta plochy piku vétSich castic 3. piku komplexii VMHA a BSA v zavislosti na
koncentraci BSA v prostredich 0,1 mol-dm™® NaNO; a pufru o pH 7 a pH 4
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4.3.5. Zeta potencial ¢astic (DLS méreni)

Stanoveni zeta potencialu €astic metodou ELS bylo rovnéz soucéasti DLS titraci, stejné
jako v pfipadé komplexd s NMHA.

Zeta potencial ¢astic komplext s vysokomolekulovou HA v prostfedi MilliQ byl vyrazné
niz8i, nez zeta potencidl komplext s nizkomolekulovou HA, coz bylo pravdépodobné kvdli
vétSimu poctu nabitych skupin v pfipadé vysokomolekulové HA. Po zvy$eni iontové sily véak
v prostfedich 0,1 mol-dm™ NaNO; v pfipadé obou pufri se zeta potencial u komplex
s VMHA a NMHA lii jen minimalné, coz je znazornéno v nasledujicim grafu (viz Graf 37).
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-10

-20
HA 340 kDa NaNO3

E 30 1 x ——HA 1500 kDa NaNO3
& —+— HA 340 kDa MilliQ
(%] ”
g0 —=—HA 1500 kDa MilliQ
2
£ 50 -
N
-60 -
70 -
80 -
Graf 37. Zeta potencidl castic komplexi HA a BSA v zavislosti na koncentraci BSA
v prostiedich MilliQ nebo 0,1 mol-dm™ NaNOs. Srovnani komplexu

s VMHA (1500-1750 kDa) a NMHA (340 kDa)

ZvySujici se zeta potencial s rostouci koncentraci BSA najdeme pouze v pfipadé prostredi
a BSA v téchto prostredich. U komplexti s nizkomolekulovou HA takovy narUst zeta
potencialu byl objeven pouze v prostfedi MilliQ (viz Graf 16), coz naznacuje, ze iontova sila
stini interakce HA-BSA vice v pfipadé nizkomolekulové HA. Témér konstantni hodnota zeta
potencialu véak nemusi vibec znamenat chybéjici interakce, ale mize byt pouze dlisledkem
kompenzace ztraty naboje v pribéhu interakce molekul HA s BSA nabojem na povrchu
navazaného BSA (ktery je rovnéz negativné nabity ve vSech prostredich, kromé pH 4 pufru)

Z nasledujiciho grafu (viz Graf 38) je rovnéz vidét, ze absolutni hodnota zeta potencialu je
nizka ve vSech prostredich se zvySenou iontovou silou (vSechna prostredi kromé MilliQ), coz
je dals$im dukazem nestability ¢astic v téchto prostredich a jejich nasledné agregace do
vétsSich komplexll, coz je zase v souladu s vy$e diskutovanymi vysledky z mérfeni SEC-
MALLS aDLS (vizKapitoly 4.3.1,4.3.4). Ve srovnani sfadami komplexd BSA
s nizkomolekulovou HA mizeme rovnéz vidét vétsi rozdil mezi zeta potencidlem ¢astic
v MilliQ a v prostfedich se zvySenou iontovou silou. (viz Graf 37). Podobnost hodnot zeta
potencialu v prostiedi NaNO; u komplex s VMHA nebo NMHA svédci o nestabilité ¢astic
komplext pfi zvy$ené iontové sile, a to jak s VMHA tak i s NMHA.
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Graf 38. Zeta potencidl castic komplexii VMHA (1500-1750 kDa) s BSA v zavislosti
na koncentraci BSA v riznych prostredich (MilliQ, 0,1 mol-dm™3 NaNOs, pufry pH 4 a pH 7)

Z grafu (viz Graf 38) je také vidét, ze Castice v pufru pH 4, kde doslo k precipitaci,
a v jinych prostfedich se zvySenou iontovou silou, kde k takové precipitaci nedoslo, maji
nizké absolutni hodnoty zeta potencialu a jsou stejné nestabilni v roztoku. Je to dikazem
tvorby vétsich, ale pravdépodobné rozpustnych agregatl v pripadé prostredi pufru pH 7
a NaNOj. Tento predpoklad je v souladu s predchozimi stanoveni z méfeni SEC-MALLS
a DLS.

4.3.6. Méreni pH hodnoty (DLS méreni)

Méreni pH prostredi bylo provedeno pomoci pouziti ponorné elektrody béhem DLS titraci
BSA do roztoku VMHA.

Hodnota pH, stejné jak v pfipadé komplex(l s nizkomolekulovou HA, roste v kazdém
prostiedi s rostouci koncentraci BSA, coz pravdépodobné ma stejny duvod jak v pripadé
rady s NMHA (vazba H* iontd volnymi molekulami BSA v roztoku, molekuly BSA jsou zde
slabou bazi).

Nejintenzivnéjsi narlist mizeme vidét v prostiedi 0,1 mol-dm™ NaNO; (viz Graf 39), coz je
stejny jev jaky jsme mohli pozorovat u komplext s nizkomolekulovou HA (viz Graf 17). Tento
narlst je vSak vétsipripadé komplexd s vysokomolekulovou HA (viz Graf 40). Zde
pravdépodobné dochazi k intenzivnéj$i vazbé vodikovych iontd molekulami pridaného BSA,
anebo tyto ionty mUze rovnéz véazat molekula HA, ktera ma vétsi pocet nabitych
karboxylovych skupin, schopnych vazat H* ionty, ve srovnani s nizkomolekulovou HA.
V pfipadé prostfedi pufru o pH 7, hodnota pH je naopak skoro konstantni (viz Graf 39), coz
naznacuje na to, ze vyména H* iontll zde skoro neprobihd. Rovnéz je potieba zdlraznit
pufracni kapacitu obou pufrd, kvali které narlist pH v téchto prostredich po pridani slabé
baze (molekuly BSA) miize byt rovnéz vyrazné potlacen, coz je dalSim dlvodem tak
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vyrazného narlstu pH hodnoty v prostfedi roztoku NaNOs, ktery takovou pufraéni schopnost
nema.
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Graf 39. Hodnota pH v roztoku pii titracich BSA do VMHA v zavislosti na koncentraci BSA
v riznych prostredich (MilliQ, 0,1 mol-dm™ NaNOs, pufry pH 4 a pH 7)

73



pH

—e—HA 340 kDa
—+—HA 1500 kDa

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Koncentrace BSA [g-dm?]

Graf 40. Hodnota pH vroztoku pfi titracich BSA do NMHA (340 kDa) nebo
do VMHA (1500-1750 kDa) v zavislosti na koncentraci BSA v prostredi 0,1 mol-dm™ NaNOs.

4.3.7. Vysledky ITC méreni

Izotermické kalorimetrické titrace byly provedeny stejnym zplsobem, jak i v pripadé rad
vzork(l s nizkomolekulovou HA, kde roztok BSA byl titrovan do roztoku HA. Rovnéz v rfadé
méreni, zejména v prostiedich obou pufrd (pH 4 apH 7), byl objeven velmi heterogenni
signal, ktery nebylo mozné dale analyzovat, coz znovu ukazuje na komplikovanost daného
systému a probihajici v ném interakci analytd s vicero slozkami systému na jednou.

Nejméné heterogenni signal je znovu pouze u vzork( pfipravovanych v prostredi MilliQ
a 0,1 mol-dm™ NaNO;. Signal v téchto prostfedich ukazuje na exotermicky vazebny proces.
Na nasledujicim grafu (viz Graf 41) je vidét vyrazny klesajici prabéh signalu tepelného toku
s rostouci koncentraci BSA od 4. pfidavku. Je rovnéz vidét, ze nejvyssi exotermni signal se
objevi u 4. - 5. pfidavku, coz v pfepoétu na koncentrace BSA znamena cca 2 g-dm™ (kazdy
pfidavek obsahuje 10 uL BSA s koncentraci BSA 40 g-dm™, po 4x pfidavku celkovy objem
roztoku je 790 uL). Pri této koncentraci u méreni SEC-MALLS miizeme pozorovat strmy
pokles velikosti a molekulové hmotnosti &astic (viz Graf 22, Graf 23). Prfi cca stejné
koncentraci BSA mlzZeme rovnéz pozorovat strmy pokles plochy piku signalu vétsich castic
uDLS méfeni ataké pokles Z-primérné velikosti castic (viz Graf 31, Graf 33). To
pravdépodobné slouzi indikaci nejvyraznéjsich interakci mezi molekulami HA a BSA pfi této
koncentraci BSA. Nizsi signal pfi nizSich koncentracich BSA je mozné vysvétlit probihajicim
procesem zmeény struktury nahodného klubka molekuly HA pfi téchto koncentracich BSA,
a pravdépodobné uvolnénim vétsiho poctu malych molekul protiiontl. Takovéa disociace je
endotermni proces, s odpovidajicim endotermnim signalem, ktery ¢astecné vyrusi exotermni
signél vazby molekul BSA aHA. Urfad vzorki s NMHA takovy jev neni pozorovan
pravdépodobné kvuli minimaini zméné struktury NMHA v prabéhu iniciacni vazby molekul
BSA.
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Graf41. a Graf42. Signal tepelného toku pfi ITC titraci BSA do roztoku
VMHA (1500-1750 kDa) v prostredi MilliQ (vlevo) nebo v prostfedi 0,05 mol-dm™ NaNOs
(vpravo) v zavislosti na ¢ase.

Z porovnani se signalem titraci BSA do NMHA ve stejném prostiedi (MilliQ) je vidét, ze
signal u VMHA je vyrazné mensi (cca 3-4x), coz ale nemusi znamenat méné intenzivni
interakce v tomto pfipadé, ale, jak jiz bylo zminéno vyse, uvolnéni vétSiho poctu molekul
protiiontd v dusledkd zmény struktury molekuly HA a znacéné vyruseni exotermniho signalu
signalem endotermnim, odpovidajicim témto disociatnim procesim. Vyraznéj$i zménu
struktury komplext s VMHA rovnéz potvrzuji data ze SEC-MALS, kde velikost komplex(i méa
strméjsi pokles, nez u komplexd s NMHA (viz Graf 21).

Dal$im zajimavym objevem bylo, Ze po pfidani malé koncentrace (0,05 mol-dm™) soli
NaNOj;, exotermni signdl se vyrazné zvySil (cca15x), coz je  vidét
v grafech (viz Graf 41 a 42). Pravdépodobné zde poloviéni koncentrace soli (0,05 oproti
0,1 mol-dm™) jiz zplsobila intenzivn&jsi interakce, nez v prostredi bez soli. Dal§im moznym
divodem je méné vyraznd zména struktury ataké méné intenzivni kontrakce retézce
molekuly HA, s tim spojené potlaceni disociacnich procest malych protiiont(l z molekuly HA,
a vysledné snizeni pomeéru endotermniho signalu vici exotermnimu signalu odpovidajicimu
interakcim. Méné intenzivni zména struktury molekuly HA v priibéhu interakci v prostredi
0,05 mol-dm™ NaNO; se rovnéz potvrzuje chybgjicim maximem signalu v pribé&hu ITC
méreni, ktery jsme v8ak mohli vidét v prostredi MilliQ. Pokles signalu s rostouci koncentraci
BSA za prfitomnosti soli je rovnéz méné strmy, nez v pfipadé MilliQ prostiedi, coz je
dukazem vétsiho stinéni funkénich skupin retézce HA a nasledné pomalejsiho ,nasyceni*
vazbou molekul BSA.

Na nasledujicim grafu (viz Graf 43) je znazornéna ukazka ITC titrace BSA do VMHA
v prostiedi s vysokou iontovou silou pH 7 pufru potvrzuji velké stinéni molekul ionty prostfedi
a nasledné méné vyrazni interakce, coz je v korelaci s vysledky ze SEC-MALLS a DLS.
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Graf 43. Signal tepelného toku pii ITC titraci BSA do roztoku VMHA (1500-1750 kDa)
v prostiedi pH 7 pufru v zavislosti na ¢ase.

Po inkubaci roztoki VMHA a BSA v prostredi pufru pH 7 pri teploté 37°C po dobu
12 hodin jiz vidime endotermni signal (viz Graf 44), pravdépodobné odpovidajici
prevladajicim disociacnim procesum.

Signal je v8ak extrémné nizky (pouze kolem —1 uW), coz je zase ukazatelem velkého
stiniciho efektu iontl prostiedi na interakce HA a BSA. Po inkubaci, jak jiz bylo zminéno pfi
posouzeni efektu zvySené teploty (viz Kapitola 4.3.24.3.2), pravdépodobné dochazi ke
zméné struktury komplexut. Pravdépodobné stejnd zména se rovnéz vztahuje i na jednotlivé
komponenty téchto komplext. Vzhledem k tomu, ze ITC titrace inkubovaného BSA do pufru
o pH 7 je doprovazena rovnéz endotermnim signalem tepelného toku, ale vétSim cca 3-4x
(viz Graf 5, 6), celkové endotermni signal u titraci BSA do VMHA je zplsoben disociacnimi
procesy tykajicimi se prevazné molekuly albuminu (pravdépodobné disociace iontu), ktera
pravdépodobné podléha nejvétsi zméné v prubéhu takové inkubace. Trochu nizsi vysledny
endotermni signal titraci BSA do VMHA naznaCuje na ¢aste¢nou kompenzaci exotermnim
signalem odpovidajicim interakcim BSA s molekulou HA, ato ipfi vyrazném stinéni
molekulami iontd.
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Graf 44. Signal tepelného toku pii ITC titraci BSA do roztoku VMHA (1500-1750 kDa)
v zavislosti na Case, kde jak BSA tak VMHA byly pred mérenim inkubovany v prostfedi pH 7
pufu pri teploté 37°C po dobu 12 hodin.
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5. ZAVER

Bylo stanoveno, Ze k interakcim mezi HA a BSA dochazi v kazdém prostredi ale s riiznou
intenzitou. Tyto interakce se projevuji jako snizeni hodnot hydrodynamického a gyracniho
poloméru, vnitini viskozity a rovnéz molekulové hmotnosti €astic s rostouci koncentraci BSA.
Takové snizeni vypovida o kontrakci komplext v pribéhu interakci HA s molekulami

Vysledny systém je velmi heterogenni a experimentalni data ziskana z metod rozptylu
svétla jsou diky tomu velmi tézko analyzovatelna. U matematickych rovnic popisujici rozptyl
svétla se spousta parametrl zadava jako konstantni, coz vyzaduje vysokou homogenitu
systému a idealné pouze jeden druh analytu. V tomto pfipadé v8ak systém je, jak jiz bylo
zminéno, heterogenni a spousta parametrll se méni v prlibéhu prichodu analytu kolonou
SEC. Inkrement indexu lomu se napfiklad zadava v software pred mérenim jako konstantni
hodnota, ale fakticky se méni podle obsahu albuminu a hyaluronanu ve vznikajicich
komplexech. Proto snizeni vypocitané molekulové hmotnosti komplext s rostouci
koncentraci BSA nemusi fakticky znamenat jeji snizeni, ale v tomto pfipadé pouze indikuje
zmen8ujici se rozmér astic a nasledné jejich pozdéjsi vyluCovani a detekci.

Tyto interakce a tvorba komplexu jsou intenzivnéjsi v pfipadé vysokomolekulové HA, kde
pokles velikosti Castic s rostouci koncentraci BSA je strméjsi (data ze SEC-MALLS méreni).
Dochazi také k vétsi kontrakci komplexti s VMHA, ato diky moznosti vazby vétsiho poctu
molekul BSA na vétsi pocet karboxylovych skupin VMHA. Vys§si UV-VIS signal, v pfipadé
komplexti s VMHA je rovnéz dikazem vazby vétsiho poctu BSA molekul a intenzivnéjSich
interakci.

ZvySena iontova sila stini naboj na funkénich skupinach molekuly HA a BSA. To
zpUsobuje blokovani vzajemnych interakci, coz se odrazi na vétSim rozméru castic
v roztoku, objevenych pfi méfeni DLS. lontova sila diky stinicimu efektu pravdépodobné ma
za nasledek vazbu mensiho mnozstvi molekul BSA na fetézec HA, dfivéjSi neutralizaci
povrchového naboje komplex(i a naslednou agregaci a precipitaci komplexu. Proto interakce
zde muUzeme povazovat za méné intenzivni. Rozpustné a nerozpustné velké agregaty jsou
odfiltrovany jesté pred mérfenim SEC-MALLS, proto nejsou vidét ve vysledcich. Velmi malé
castice objevené pifi SEC-MALLS meéreni v prostfedich obou pufri (pH 4 apH 7) jsou
pravdépodobné pouze zbylé rozpustné fragmenty vétSich odfiltrovanych komplex(i nebo
malé komplexy, které z(staly v roztoku po filtraci. Pravdépodobné koncentrace takovych
fragmentU/komplex(i je velmi nizka, a pomér iontll prostredi k témto casticim je naopak
vysoky, proto ionty prostfedi mohou mit vyrazny vliv na konformaci téchto molekul, coz miize
mit za nasledek zmény v intenzité rozptyleného zafeni a nizS§i hodnoty molekulové
hmotnosti. Dal$imi dilkazy tvorby vétSich agregatl v prostiedich s vys$si iontovou silou jsou
nizké absolutni hodnoty zeta potencidll, odpovidajici nizké stabilité castic, vétsi
hydrodynamicky polomér ¢astic stanoveny u DLS méreni a rovnéz nizky UV-VIS signal, ze
kterého vyplyva fakt vétSiho podilu odfiltrovaného BSA.

Méfeni izotermické titracni kalorimetrii interakci albuminu s hyaluronanem v mnoha
pfipadech mélo za vysledek velmi heterogenni signal, ktery nebylo mozné dale analyzovat
(hlavné v prostredich s vysokou iontovou silou pufrd pH 4 apH 7). Divodem tomu je
sloZitost systému z hlediska kombinace rliznych probihajicich pochodd. Molekuly HA a BSA
mohou podIéhat interakcim jak mezi sebou tak iinterakcim s dalSimi slozkami v systému
(napfiklad ionty prostredi). Dale mohou soucasné probihat jak asociaéni procesy interakci
mezi komponenty tak i disociaéni procesy iontd nebo slozek analytl. Vysledny signal
tepelného toku je potom souctem exotermnich a endotermnich procesu, které se mohou
navzajem rusit.
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Exotermni signal byl objeven v prostiedich MilliQ a NaNO; u komplexi BSA s NMHA
a's VMHA. V prostfedi s niz$i iontovou silou (0,1 mol-dm™ NaNO;) je vidét vyraznou redukci
signdlu tepelného toku v pfipadé tvorby komplexi BSA s NMHA, coz je dalSim dikazem
méneé intenzivnich interakci v prostredich se zvySenou iontovou silou.

UVMHA se vsak signal tepelného toku po pfidani malého mnozstvi iontd soli
(0,05 mol-dm™ NaNQO;) naopak zvy$i nékolikanasobné (15x), coz nemusi znamenat
vazby k endotermnimu signalu disociace protiiontd v pribéhu zmeény struktury VMHA.

Obecné zvyseni teploty kolony pfi SEC-MALLS analyze komplextt HA-BSA mélo pouze
minimalni vliv na tyto komplexy. Vyssi teplota zplisobila malé zmenseni castic a snizeni
jejich viskozity v prostfedi 0,1 mol-dm™ NaNQs, ale naopak zvétSeni &astic v prostfedich
obou pufrll. Inkubace pfi teploté 37°C po dobu 12 hodin v prostfedi pufru o pH 7 na druhou
stranu vyvolala zmenseni poméru R,/Ry, coz ukazuje spiSe na kontrakci ¢astic komplexu.
Takové efekty zvySené tepoty jsou pravdépodobné zplsobeny mensi zménou struktury
komplext nebo pouze jejich iontového obalu. Zména struktury v priibéhu inkubaci se rovnéz
potvrdila u méfeni ITC, kde se objevuje endotermni signal tepelného toku, zatimco
v ostatnich prostredich (MilliQ a NaNQOs) je tento signal exotermni. Toto slouzi jako diikaz
prevladani disociacnich procesu v daném systému.

U méfeni zeta potencidlu castic se hlavné potvrdila nestabilita komplex(i v kazdém
prostfedi kromé MilliQ vody. To souvisi se zvétSenim €astic a moznou agregaci a precipitaci
komplext v prostiedich se zvysenou iontovou silou. Zeta potencial ¢astic komplexd v téchto
prostfedich se navic li$i jen velmi malo mezi komplexy s VMHA a NMHA. Castice proto jsou
stejné nestabilni bez ohledu na délku fetézce HA. Hodnota zeta potencialu je rovnéz témeér
konstantni i se zvySujici se koncentraci BSA, a to opét hlavné v prostredich se zvySenou
iontovou silou. To slouzi dukazem bud stinéni molekul pred vzajemnymi interakcemi anebo
rovnéz odstinéni a kompenzace ztraty povrchového naboje vyslednych komplex( ionty
prostiedi.

Dale bylo prokazano, ze hodnota pH prostredi narlista s rostouci koncentraci BSA, coz
0,1 mol-dm™ NaNO;, coz jednak ukazuje na méné intenzivni interakce a vétSi mnozstvi
volného bazického BSA v prostredi se zvysenou iontovou silou. Nejméné intenzivni je narlst
pH v prostiedi pufru o pH 4, coz mize byt odivodnéno precipitaci vét§iho podilu BSA nebo
rovnéz pufrani kapacitou samotného pufru.

V této praci, kterd navazuje na moji bakalarskou praci se stejnym tématem, jsem se
pokusila prostudovat charakter tvorby komplexti mezi HA a BSA jiz z nékolika uhll pohledu,
a to s pouzitim kombinace rlznych technik. V této praci jsem ke studiu komplextt HA-BSA
kromé SEC-MALLS metody, ktera jiz zahrnovala data z UV-VIS detektoru, pouzila
méreni ITC. DLS méfeni bylo rovnéz provedeno v titraénim modu. Byla rovnéz pomoci
ponorné elektrody zaznamenana pH hodnota prostredi, a pomoci ELS metody i hodnota zeta
potencialu. Rovnéz jsem do analyzy zahrnula vliv kratkodobého a dlouhodobého zvyseni
teploty na povahu komplexi. Po vyhodnoceni veskerych vysledkl a jejich vzajemného
porovnani domnivam, Ze se mi podarilo popsat povahu téchto komplex(i ve vétsi mire.
Vybrany systém HA-BSA je v8ak velmi komplexni a komplikovany, a zcela jisté potrebuje
dalsi vyzkum, ktery v8ak jiz pfesahuje obsah této diplomové prace.
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