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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva studiem interakci mezi polysacharidem hyaluronanem (HA)
o nizké a vysoké molekulové hmotnosti a protonizovanymi amfifilnimi aminokyselinami
lysinem a argininem. Interakce byly pozorovany v oblasti nizkych koncentraci
v koncentraénim rozmezi lysinu a argininu 0—15 mmol-dm™. K interakcim dochazi mezi
karboxylovou skupinou HA a aminoskupinou protonizované aminokyseliny. Prokazani
téchto interakci by umoznilo fyzikalni modifikaci HA a nésledné vyuziti jako cileného nosice
1&Civ.

Byla zkoumana odolnost vici iontové sile o koncentraci 0,015 a 0,15 mol-dm™ NaCl.
Z ptedeslych vysledka vyplyva, ze systém S neprotonizovanymi aminokyselinami se rozpada
jiz pii nizkych koncentracich elektrolytu v roztoku. Interakce proto byly posileny protonizaci
aminokyselin pomoci kyseliny chlorovodikové. Pro negativni vliv chloridovych aniontd byly
aminokyseliny oproti Uplné protonizaci protonizovany také do pH roztoku HA. K vyzkumu
interakci byly pouzity metody méteni pH, méteni vodivosti a dynamického rozptylu svétla.

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with interactions between low-molecular and high-molecular
weight hyaluronic acid (HA) and protonized amphiphilic amino acids Lysine and Arginine.
The interactions were observed in the area of low aminoacids concentrations with in the range
0-15 mmol-dm™. The interactions occur between the carboxyl groups of HA and the amino
group of the protonated amino acids. Proving these interactions would allow us to physically
modify HA and further more, use such a system as a carrier of pharmaceuticals.

The resistence towards the ionic strength at the concentration of 0,015 and 0,15 mol-dm™
NaCl was investigated. Previous results show that the system with unprotonated amino acids
at low concetrations of electrolyte in the solution is rather disturbing. Therefore, the
interactions were reinforced by the aminoacids protonation using HCI. The amino acids were
protonated not only completely, but also partly because of negative influence of chloride
anions. To study the interactions pH-metry, conductance and Dynamic Light Scattering were
used.
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hyaluronan, amfifil, lysin, arginin, interakce, iontova sila, DLS, konduktometrie

KEY WORDS
hyaluronan, amphiphile, lysine, arginine, interactions, ionic strength, DLS, conductimetry



BABRNAKOVA, J. Dynamicky rozptyl svétla a elektroanalytické metody ve studiu systémi
hyaluronanu a aminokyselin. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2014.
55 s. Vedouci bakalaiské prace Ing. Martin Chytil, Ph.D.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem bakalaifskou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité
literarni zdroje jsem spravné a Uplné€ citovala. Bakalaiska prace je z hlediska obsahu
majetkem Fakulty chemické VUT v Brné a mtize byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se
souhlasem vedouciho bakalatské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Dé¢kuji Centru materidlového vyzkumu na Fakult¢ chemické za poskytnuti vSeho
pro realizaci studia interakci, svému vedoucimu bakalaiské prace Ing. Martinu Chytilovi,
Ph.D. za motivaci, rady a ochotu a Ing. Michalovi Kalinovi za pomoc pfi zvladnuti méfeni na
pfistroji Zetasizer Nano.



OBSAH

1
2

UV OD ..t bbb bbb bbbttt 7
TEORETICKA CAST ...ttt 8
2.1 Kyselina hYalUrONOVA .........cc.ooiiiiiieii et 8
211 VOO oot 8
2.1.2  SHUKIUIE HA ..ot 8
2.1.3  Vyskyta tloha HA V OrganiSmUu .......ccccceoereirineneeseseeesiese e 10
2.1.4 Vyroba a soucasné vyuZiti HA .........cccccoiiiiiiiiiii e 10
2.2 Interakce kyseliny hyaluronové s nabitymi molekulami .............cccocoviiiinnnne, 11
2.2.1 Interakce HA s amfifily .......ccoovoiiiiiec e 12
2.3 AMINOKYSEINY ....vitiitiiiieie ettt 16
2.3.1  LYSIN i ra e nteenrenres 16
2.3.2 ATGININ et bbbt 17
2.4 Metody Studia INEIaKCI.......ccveiieiieiie e 17
241 PHAMEIIC ..ottt 17
2.4.2  KONAUKIOMELITE ... 19
2.4.3  Optické vlastnosti disperznich Syst€mul............cccvvvvvrieiiiiiiienineseee s 21
2.4.4  Dynamicky rozptyl SVEtla ..o 23
EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 27
3.1  Materidly K priprave roZtoKU..........cooirieiiiiniiieiiseneese e 27
3.2 PHIPrava VZOTKU ....c..coiiiiiiiieiieiese e 27
3.2.1  Protonizace aminoKySeliN..........coooiiiieiiic e 27
3.2.2  Priprava vZOrkl Na tItrACE .......coiverviiiiiieiiie e 30
3.2.3 Ptiprava vzorkl na méfeni velikosti CAStIC........covvvviiiiiiiiiiicicec, 30
3.3 Meéreni @ VYhOANOCENT. .......eeiviiiiiiiiiie s 31
3.3.1 Acidobazické a konduktometricke titraCe ............c.ccovvvrereieiiieienc e 31
3.3.2  DynamicKky rozptyl SVELIa.......cccoeiiiiiiiiiiiiciieee e 31
VYSLEDKY A DISKUZE ..o ves st 33
4.1 Acidobazické a konduktometrické titrace...........cocovvvvviiiieicies s 33
4.1.1 Vliv zvyseni koncetrace elektrolytu na 0,015 mol -dm™a 0,15 mol -dm™.... 33
4.1.2  Vliv ¢astecné a GUplné protonizace LySINU ........ccccovvvvereeiiniiinienieesee e 37
4.1.3  Vliv pouziti argininu a lysinu a vliv molekulové hmotnosti HA ................... 38
4.2 Vysledky Z mEFeni DLS ........ccoooiiiiiiiiiii s 40



co N o O

SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ooveveeeeeeeee oo e oo ee oo ee e ee s e s sneeena, 48
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU .....cooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenns 52
PRILOHEY ..o oo et e e e e et e et e et et e e et e et et e es et e s et e e es e e er et n e 53



1 UvOD

Jesté na zacatku 20. stoleti védci netusili o existenci pfirodniho polysacharidu, kyseliny
hyaluronové, ktera se nachazi ve vSech obratlovcich zivocisné fiSe. Teprve roku 1934 byl
tento polysacharid popsan a dale zkouman. Bylo zjisténo, ze kyselina hyaluronova diky své
struktufe zajist'uje ve tkanich viskoelasticitu, je biologicky aktivni a je schopna vazat vodu.
Protoze se jena o latku télu vlastni, zapocal nasledné¢ vyzkum kyseliny hyaluronové pro
pouziti v kosmetice a mediciné. Nyni se jiz setkdvadme s mnohymi produkty, jez kyselinu
hyaluronovou obsahuji, jako napft. pletové krémy, oéni a nosni kapky, pfipravky na hojeni
ran, atd.

Na zakladé polyelektrolytického charakteru a biodegradability hyaluronanu bylo navrzeno,
7e by se mohl hyaluronan stat vhodnym nosi¢em pro cilenou distribuci 1é¢iv. Rakovinové
buiikky v sobé obsahuji velkou koncentraci kyseliny hyaluronové diky zvySené mite
bunécného receptoru CD44, ktery nasebe vaze HA z mezibunécné hmoty. Samotny
hyaluronan neni schopen 1é¢ivo na sebe navazat, proto bylo zkoumano mnoho latek, které by
hyaluronan téelné modifikovaly. Za vhodné mezivazebné molekuly mezi hyaluronanem
alécivem byly uvazovany amfifily. Nejdiive se vyzkum ubiral studovanim interakci
predev§im kationickych tenzidi. Pokracovanim vyzkumu bylo studium interakci mezi
hyalronanem a amfifilnimi aminokyselinami. Tyto aminokyseliny maji nejen podobnou
stukturu jako kationické tenzidy, ale také jsou télu vlastni, tedy zcela biokompatibilni.
Vysledky mnohych praci potvrzuji existenci téchto interakci. Zkoumani mohlo zkomplikovat
zvySeni iontové sily v systému na koncetraci fyziologického roztoku, kdy se interakce
hyaluronanu a amfifilni aminokyseliny vytraci. Nosi¢e tedy musi byt schopny odolavat
iontové sile nachazejici se v krevni plazmé, coz odpovidd koncentraci soli 0,15 mol-dm™.
Jako feSeni se naskytla moznost protonizace aminokyselin, po niz byly interakce
ve fyziologickém roztoku opét pozorovatelné. Pro eliminaci piebytku chloridovych aniontl
v systtmu bylo pouzito metody lyofilizace nebo ¢Caste¢né protonizace aminokyselin
do hodnoty pH naméfené pro samotnou kyselinu hyaluronovou.

Cilem této prace je prostudovani interakci mezi nizkomolekulovou nebo
vysokomolekulovou kyselinou hyaluronovou a protonizovanymi aminokyselinami lysinem
aargininem. Byl zkouman vliv Uplné a caste¢né protonizace aminokyseliny, pouZiti
nizkomolekulového a vysokomolekulového hyaluronanu avliv iontové sily v prostiedi
o koncentraci 0,015 a 0,15 mol-dm™.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1 Uvod

Kyselina hyaluronova (HA) je ptirodni polyanionicky polysacharid ze skupiny
glukosaminoglykant pfitomny v mezibunééné hmoté pojivovych tkani vétSiny obratlovct.
Opakujici se disacharidicka jednotka se sklada z monosacharidu kyseliny glukuronové, ktera
je glykosidickou vazbou B-(1—3) spojena s dalsim monosacharidem N-acetylglukosaminem.
Jednotlivé disacharidické jednotky jsou pospojovany v polymer glykosidickymi vazbami (-
(1-4). Pocet téchto podjednotek se mize pohybovat ve stovkach az deseti milionech, pficemz
jedna disacharidové jednotka mé priblizn& molekulovou hmotnost 400 Da (1 Da= 1 g-mol™)
a jeji praimérna délka je kolem 1 nm [1], [2].

Glukuronova kyselina obsahuje ve své struktufe karboxylovou skupinu o pKa 3-4
zavisejici na iontovych podminkach rozpoustédla. Karboxylova skupina je tedy pii neutralnim
pH disociovand, z tohoto diivodu se HA Vv Zivém organismu pievazné vyskytuje ve formé své
sodné soli, tedy hyaluronanu sodného, proto je tato makromolekula spiSe nazyvana jako
,hyaluronan® [3]. Za objevitele HA jsou povazovani némecky chemik Karl Meyer a jeho
asistent Ameri¢an John Palmer. Vroce 1934 spole¢né izolovali HA Zz o¢niho sklivce

skotu [4].
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Obrazek 1: Struktura disacharidové jednotky HA.

2.1.2 Struktura HA

Struktura HA v roztoku je ur¢ena strukturou disacharidové jednotky, vnitinimi vodikovymi
mustky, elektrostatickymi odpudivymi silami mezi karboxyly a interakci HA
s rozpoustédlem. Dosud se nepodatilo jednoznaéné urcit konformaci HA v roztoku, piestoze
je struktura HA pomérné jednoducha.

V hlavnim fetézci se vyskytuji dva hlavni druhy vazeb. Kovalentné se vazi pyranosové
kruhy glykosidickou vazbou, kde atom kysliku vaze dohromady jednotlivé sacharidové
jednotky [5], [6].

Druhym typem vazeb a tim i stabilizujicim prvkem celé molekuly je vznik vodikovych
miustkit mezi vodiky z hydroxylovych skupin a volnymi elektronovymi pary kysliku
v pyranosovém cyklu ¢&i v karboxylovych skupindch. Nakazdy mer uvnité fetézce tak
ptipadaji ctyfi vodikové mustky.

V nevodném prostiedi (nepolarni charakter) vznikaji vazby vyhradné vodikové.



Ve vodnych roztocich dochazi k nevazebné interakci hyaluronanu se samotnou vodou, kdy
ve vazb& mezi vodikovym a kyslikovym atomem HA, vznikaji tedy tzv. vodné mistky. Tato
vlastnost ¢ini z HA silné hygroskopickou latku. Vlivem rozdilné polarity polysacharidoveho
fetézce dochazi ve vodnych roztocich k preskupeni jeho struktury.
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Obréazek 2: Vodikové miistky mezi kyselinou D-glukoronovou (G) a N-acetyl-D-glukosaminem (N)
Naznacené teckovanymi carami a) v nevodném prostredi; b) ve vodném prostredi s naznacenym
vodnym muistkem [2].

Axiélni atomy vodiku tvofi nepolarni, hydrofobni oblast a naopak ekvatorialni skupiny
(-OH a-COOH) tvoii polarni, hydrofilni oblast. Makromolekula hyaluronanu se staci
do levotocivé Sroubovice (helix), kde je nepolarni ¢ast orientovana dovnité a polarni vné
do prostiedi s rozpoustédlem a samotna Sroubovice je jeSté dale né&kolikrat zahnuta.
Sekundarni strukturou HA v polarnim rozpoustédle je tzv. dvouohybovy helix (strukturu tvofi
pouze jeden fetézec) [5], [7], [8].

Kyselina hyaluronova mize diky své polymerni struktufe nabyvat Sirokého rozmezi
molekulovych hmotnosti v ndvaznosti na velikost svého polymera¢niho stupné. Pocet
propojenych zékladnich jednotek (merd) nabyva v pfirozeném stavu hodnot 107 az 10°
amolekulovd hmotnost tak muze dosahnout az 4 milioni Da. Velika variabilita v poctu
jednotek Vv jednom fetézci zpusobuje odlisné vlastnosti kyseliny hyaluronové o riazné
molekulové hmotnosti [2], [8], [9].

Konformace polyelektrolytl, mezi které¢ patii také HA, je dana stupném disociace,
solvataci a mirou hydrofobnich interakci. Dulezitym faktorem jsou elektrostatické interakce,
jak mezi jednotlivymi fetézci navzajem, tak imezi fetézcem a disperznim prostiedim,
obzvlasté pokud se jedna o roztok nizkomolekularniho elektrolytu. Konformace fetézce HA je
tak dana chovanim hlavniho fetézce polyelektrolytu (délka ¢i modifikace fetézce), tak
I interakcemi s ¢asticemi rozpoustédla [13].

Molekuly HA se seskupuji Vv roztoku do nahodilych svinutych struktur a klubek,
tzv. hydrodynamickych domén, které pii vysoké molekulové hmotnosti HA > 1MDa zabiraji
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velky hydrodynamicky objem. Pti nizkych koncentracich se domény vyskytuji v roztoku
izolované. S postupné zvySujici se koncentraci HA v roztoku roste jak pocet domén, tak
i jejich velikost a pii kritické koncentraci dojde k dotyku jednotlivych domeén v roztoku,
molekuly HA se zaénou vzajemné zaplétat do sebe. Cim vy$§i molekulové hmotnosti
a koncentrace HA dosahuje, tim vys$i je jeji viskozita i viskoelasticita. Vysokomolekularni
HA zajistuje mechanickou odolnost a viskoelasticitu, nizkomolekularni HA je v organismu
vyuzivana pievazné k transportu vody a je pfitomna pii riznych bunéénych procesech [2], [5].

Doménova struktura hyaluronanu méa za nasledek, ze malé molekuly, jako je voda,
elektrolyty a ziviny mohou voln¢ difundovat skrz rozpoustédlo. Velké molekuly (bilkoviny)
jsou vsak casteéné vypuzovany zroztoku v dusledku jejich hydrodynamické velikosti
v roztoku. Sit’ molekuly hyaluronanu poskytuje méné prostoru pro velké molekuly, coz vede
k pomalejsi difuzi makromolekul uvnitf sit€. Zapleteni fetézci naznaCuje mozné gelové
chovani roztoku, nedochazi ale ke stabilnim mezimolekularnim interakcim a zapletené fetézce
jsou stale pohyblivé. Spojeni fetézcu v doménéch tedy neni stalé a velice flexibilné vznika
a zanika, proto velikost efektivnich poru se tedy neustale méni. Z tohoto divodu mohou projit
siti hyaluronanu v zasadé vSechny molekuly, jsou ovSem zpomalovany Vv zavislosti na jejich
hydrodynamickem objemu [2].

2.1.3 Vyskyt a uloha HA v organismu

HA se vyskytuje u obratlovci prakticky ve vSech tkanich, ato ve dvou podobéach.
Je roz§ifenou komponentou extracelularni matrix tkani jako jeji organizator a volny putisobi
jako humektant (ktize), lubrikant (vétsi klouby) ¢i latka udrzujici tvar (o¢ni bulva) nebo jako
slozka vypliiové hmoty (pupecni $iiira) nékterych orgdnt. V lidském téle tvoii dulezitou
slozku o¢niho sklivce, synovialni tekutiny v kloubech, nebo bunék v déloze pied ovulaci.
Hyaluronan je ve vysokych koncentracich zastoupen v kuzi (7-8 g na dospélého ¢lovéka), coz
tvoti 50 % veskerého mnozstvi. Nejvyssi koncentrace hyaluronanu v lidském téle se nachazi
vV pupeéni §iitife (4 mg-ml™). V té&le rostlin se HA nevyskytuje [1], [2], [3].

Hyaluronan pii vysoké Kkoncentraci vytvaii zapletenou sit' fetézci a vykazuje
viskoelastické vlastnosti, které zavisi nejen na jeho koncentraci, ale hlavné molekulové
hmotnosti v roztoku. Jeho Uloha v organismu je tedy silné zavisla na molekulové hmotnosti.
Vysokomolekularni hyaluronan nejevi prakticky zadnou biologickou aktivitu ve smyslu
regulace pochodii v organismu nebo regulace bunék aslouzi hlavné jako strukturni
a organizacni jednotka, ktera zajiStuje mechanickou odolnost a viskoelasticitu napf.
Vv chrupavce, kloubni tekutin€ ¢i v oénim sklivci. Naproti tomu hyaluronan s nizkou nebo
velmi nizkou molekulovou hmotnosti (obecné plati s molekulovou hmotnosti kolem 100 kDa
a niz§i) ma vliv na rizné pochody v tkanich a bunkach, pfi¢emz bylo prokazano, ze ¢im nizsi
je molekulova hmotnost, tim vyssi je biologicka aktivita. Vaze se na proteiny
V mimobunééném matrixu a na povrchy bunék, kde je soucasti receptori pro mnoho
bunécnych procesu. HA se také podili na kontrole transportu vody v tkanich [1], [10].

2.14 Vyroba a soucasné vyuziti HA

Prvnimi zdroji hyaluronanu byly Zivoci$né tkané s ptirozené vysokou koncentraci této
latky a proto byl také roku 1934 poprvé izolovan z o¢niho sklivce skotu. Nejvétsi koncentrace
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se nachazi predevS§im v pokoZce, chrupavkach a dalSich visko-elastickych mé&kkych télnich
tkanich [11].

Pramyslova vyroba hyaluronanu je dnes zaloZena zejména na fermenta¢nim zpusobu.
Ziskdva se pomoci biosyntézy nékterych bakterii Streptococcus. Pro produkci nizsich
molekulovych hmotnosti se pouZivaji bakterie Streptococcus equi, naopak molekulové
hmotnosti blizici se 2 MDa lze ziskat pomoci bakterie Streptococcus zooepidemicus. V Ceské
republice je HA vyrabéna spole¢nosti Contipro Group s.r.o., kterd sidli v Dolni Dobrouci [6].

V soucasné dob¢ je hyaluronan Siroce vyuzivan v o¢ni chirurgii, v revmatologii, v 1é¢bé
hojeni ran a v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Velkou vyhodnou je jeho netoxicita
a také biodegrabilita. Hyaluronan je télu zcela vlastni latka, takze nehrozi riziko vzniku zanétu
nebo podrazdeni, tak jako u syntetickych preparatt [9].

Kyselina hyaluronova je hlavni slozkou sklivce oka, a proto se pouziva v fadé¢ ocnich
operaci, kde diky svym viskoelastickym vlastnostem chrani jemné oéni tkané a poskytuje
prostor pii chirurgickych zakrocich. Jeji dal$i mozné pouziti je ve formé o¢nich kapek, Které
ptirozené¢ zvlh¢uji povrch oka a take ve formé nosnich kapek zvlh¢ujicich nosni sliznici [25].

Velké uplatnéni nachazi kyselina hyaluronova v kosmetickém pramyslu. S rostoucim
vékem dochazi k ubytku HA v lidské pokozZce, proto byva castou slozkou napt. v krémech
proti vraskam, v pfipravcich na holeni, v pletové vodé, v piipravcich po opalovani, proti
vypadavani vlasu ¢i byva dokonce vyuzivana jako plnivo pii plastickych operacich. Mezi
dalsi moznosti vyuziti patii hojeni a regenerace poopera¢nich a koznich ran. Pro hojeni ran se
komeréné pouZiva biomaterial HYAFF®, dalsim pripravkem je Hyodine®, ktery se sklada
z hyaluronanu sodného, jodidu draselného a jodu. Hyaluronan spliiuje fadu potiebnych
vlastnosti, hraje dulezitou roli pti tvorbé chrupavky a reguluje kondenzaci mezenchymalnich
bunék. Hyaluronan nachazi uplatnéni také v 1é¢bé osteoartritidy kolenniho kloubu.
Pti kloubnich zanétech je schopen nasebe vazat vodu a proteiny a ulehCovat tak pohyb
kloubti ¢i tlumit narazy pii pohybu [26], [27].

Nejnovgsim smérem vyzkumu HA je jeho pouZiti jako potenciondlniho nosice
bioaktivnich latek, ktery by zarugil cilenou distribuci 1é¢iv do rakovinotvornych bunék v téle
pacienta a uvolnéni 1é¢iva na postizeném misté. Rakovinové bunky v sobé obsahuji velkou
koncentraci kyseliny hyaluronové diky zvySené mife receptoru CD44, ktery na sebe vaze HA
Z mezibuné¢né hmoty a vyuziva se zde velkého poctu interakei s timto receptorem [28].

2.2 Interakce kyseliny hyaluronové s nabitymi molekulami

Dulezity vyzkum, ktery se tyka kyseliny hyaluronové, se zabyva jejimi interakcemi
s dalsimi latkami pro jeji stabilitu v roztocich, netoxicitu a ptirozenou piitomnost v lidském
téle. Jako navazané latky je uvaZovana skupina 1éCiv, které by bylo mozné prostfednictvim
kyseliny hyaluronové transportovat cilené¢ na misto jejich pozadovaného plsobeni. Protoze
molekula kyseliny hyaluronové neposkytuje ve své piirozené formé vhodné vlastnosti pro
ptimé navazani 1é¢iva, je nutno ji modifikovat [12]. Chemickou modifikaci dochazi k ptiprave
derivatu HA tak, aby byly zachovany vyhodné vlastnosti hyaluronanu jako je rozpustnost,
biodegradabilita nebo pfistupna aminoskupina na N-acetylglukosaminu.
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Dalsi moznosti je fyzikalni modifikace HA navazanim jinych postrannich molekul
na fetézec makromolekuly pomoci nevazebnych interakci. HA je linearni polymer rozpustny
ve vode, kde tvoii viskoelastické roztoky a obsahuje v celé délce fetézce vazebné zdporné
nabité karboxylové skupiny -COQO™ schopné interagovat jiz zminovanou nevazebnou fyzikalni
interakci za pomoci Coulombickych sil s dalsimi kladn¢ nabitymi amfifilnimi latkami
[11], [12].

Latky jsou k sobé poutany elektrickou silou Fe, ktera se ¥idi Coulombovym zakonem:

1 ‘ |Q1| |Q2| (D)

r

F. =
Ar-gy-&

]
kde & je permitivita vakua, & je relativni permitivita daného prostiedi, Q; a Q2 jsou
velikosti naboju a r je vzdalenost naboji [14].
Takto navazana amfifilni latka, ktera je schopna interagovat s né&jakou bioaktivni latkou
a zaroven je vazana na HA, vytvaii pak komplex, jez jako celek je nosi¢ dané latky
a umoziiuje jeji transport v lidském téle.

2.2.1 Interakce HA s amfifily

Jako mezivazebna sloucenina uvazovana K propojeni molekul 1éCiv a fetézce kyseliny
hyaluronové byly studovany amfifily, jako jsou Kkationaktivni tenzidy a amfifilni
aminokyseliny.

Amfifilni latka vykazuje dvojitou afinitu, coz znamena, ze se sklada z polarni a nepoléarni
Casti. Polarni skupina na jedné strané obsahuje heteroatomy jako O, S, P, N, zabudované
do funkénich skupin (alkoholy, thioly, estery, ethery, kyseliny, sulfaty, fosfaty aj.). Na druhé
stran¢ se nachdzi nepolarni skupina, coz je obecné uhlovodikovy fetézec alkylového nebo
alkylbenzenového typu. Polarni ¢ast vykazuje silnou afinitu pro polarni rozpoustedla, jako je
napf. voda, nazyva se tedy hydrofilni. Apolarni ¢ast se oznacuje jako hydrofobni, nebo také
lipofilni [16].

Nizkomolekularni amfifily (pf. tenzidy ¢i amfifilni aminokyseliny) se mohou pomoci
elektrostatickych nebo hydrofobnich interakci adsorbovat na polyelektrolyt a tim zménit jeho
konformaci, tudiz i jeho fyzikalni vlastnosti. Molekuly se nekovalentné vazi karboxylovymi
skupinami hyaluronanu a heteroatomem, jenz nese kladny naboj.

Interakcemi v systému se zméni konformace klubka HA a dochazi ke kontrakci
hydrodynamického objemu a naslednému sniZzeni viskozity roztoku. Viskozita roztoku HA
klesa, protoze dochazi diky elektrostatickym interakcim k odstinéni vnitinich odpudivych sil,
které drzi fetézce klubka od sebe a maji za nasledek velky hydrodynamicky objem domeény
HA [15].

2.2.1.1 Interakce HA s tenzidy

Vyzkum interakci v systému HA-amfifilni aminokyseliny vychazi ze znalosti, které byly
ziskany studovanim elektrostatickych interakci HA sjinymi amfifily, pfedev§im
kationaktivnimi tenzidy.

Tenzidy jsou obecné organické slouceniny, které se fadi do skupiny povrchové aktivnich
latek. Samovolné se koncentruji na fa&zovém rozhrani, kde snizuji povrchovou nebo
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mezifazovou energii, diky ¢emuz usnadnuji rozpousténi i malo rozpustnych latek jako jsou
napf. 1é¢iva. Podle schopnosti disociovat ve vodném roztoku se tyto latky déli na ionogenni
(anionaktivni, kationaktivni, amfoterni) a neionogenni. Neionogenni tenzidy nedisociuji,
nemaji vyrazné lokalizovany naboj, hydrofilni skupiny a polarni ¢ast je zde tvofena naptiklad
vétsim poctem kyslikovych atomti v molekule. lonogenni tenzidy ve vodé disociuji, tim
vznikd povrchové aktivni iont. U amfoternich povrchové aktivnich latek zAvisi néboj
aktivniho iontu na pH roztoku. U kationaktivnich tenzid vznika disociaci povrchové aktivni
kation. Anionaktivni tenzidy disociuji za vzniku povrchov¢ aktivnich aniontd a patii sem
hlavng alkalické soli vyssich mastnych kyselin [17].

Mezi vyznamné vlastnosti tenzidu patii schopnost agregovat ve vodnych roztocich
do utvara zvanych micely. K formovani micel doch&zi po prekroceni uréité koncentrace
tenzidu v roztoku. Takto koncentrace, pii které je povrch nasycen molekulami tenzidu, se
nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC). Micely jsou shluky molekul tenzidu, které
tvoti vétSinou kulovité tvary, mohou se ale vytvéiet i valce ¢i dvojvrstvy. Tvar micely zavisi
zejména na struktuie molekuly tenzidu, pfipadné i koncentraci. Podle druhu rozpoustédla se
odviji uspotadani molekuly tenzidu v micele. V polarnim rozpoustédle (napi. vod€) jsou
molekuly tenzidu organizovany tak, Ze hydrofilni polarni hlava je na povrchu agregatu
a hydrofobni nepolarni fetézec je uvniti agregatu. Celd micela je tak ve vodé rozpustna
avjejim hydrofobnim jadfe se mohou rozpustit slouCeniny ve vodé nerozpustné.
V nepolarnim rozpoustédle (napf. benzenu) jsou hydrofilni ¢asti molekuly ukryty v nitru
micely a hydrofobni alkylové fetézce sméfuji z micely do rozpoustédla [13], [15].

Micelizace povrchové aktivni latky by méla zacit, kdyz se zastavi prudky pokles
povrchového napéti se zvySujici se koncentraci povrchovée aktivni latky. Métfeni povrchového
napéti v podstaté¢ zjistuje akumulaci tenzidu napovrchu kapaliny (adsorpce). Méfeni
s roztoky hyaluronanu nepotvrdily povrchovou aktivitu hyaluronanu az do koncentrace
2 g-dm™, ktera je v souladu se zjisténimi Riberio et al. [18]. V této studii vechny naméfené
Udaje pro zavislosti povrchového napéti na koncentraci povrchové aktivni latky
ve fyziologickém roztoku neprokazaly zadny nebo maly vliv hyaluronanu (jakékoli
molekulové hmotnosti) na povrchovou aktivitu, a to zejména na micelizaci, tj. hodnota
kritické micelarni koncentrace zjisténa podle tensiometrie neni prakticky ovlivnéna
ptitomnosti hyaluronanovych fetézct [19].

Interakce s kationickymi tenzidy

Kationaktivni tenzidy jsou vétSinou kvartérni amoniové soli, které se od aminokyselin
odliuji zejména tim, ze neobsahuji zadnou karboxylovou skupinu a na atomu dusiku maji
kladny naboj. Aminokyseliny stejné jako tezidy obsahuji na konci fetézce aminoskupinu, jejiz
protonizace je zavisld& napKb a pH roztoku dané aminokyseliny, takze pernamentniho
kladného naboje na dusiku Ize dosahnout protonizaci aminokyseliny (snizenim pH roztoku).
Vlastnosti tenzidi a aminokyselin se tedy mohou za jistych podminek podobat [20].

Interakce mezi hyaluronanem a trimethylalkylamonium bromidem s riiznou délkou fetézce
alkylu byly zkoumany pomoci rtiznych metod, jejichz vysledky ukazuji, Ze vazba na povrch
hyaluronanu probihd u povrchové aktivnich latek s 10 ¢i vice uhliky v alkylovém fetézci.
Interakce probiha mezi karboxylovymi skupinami hyaluronanu a dusikovym atomem, jenz
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nese kladny naboj. Vazba je vSak podstatné slab$i nez u ostatnich karboxylatovych
polyelektrolytii vzhledem k nizké linearni hustoté naboje na povrchu hyaluronanu.

Hyaluronan vyvolava agregaci ve vodnych roztocich TTAB
(Tetradekyltrimethylammonium bromide) pti nizsich koncentracich, nez je CMC, coz je
vysvétleno kooperativni vazbou tenzidu nafetézec biopolymeru a formovani agregati
vypadajicimi jako micely. Je znamo, ze soli tyto interakce potlacuji. Pfidana stl patrn¢ zcela
stini interakce a vznikajici agregaty jsou samostatné micely TTAB v solném roztoku. Pii
koncentraci niz§i nez CMC tenzidu nebylo pozorovano rozpousténi ve fyziologickém roztoku.

Interakce mezi hyaluronanem a CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) jsou
demonstrovany zvysenim CMC a roz$ifenim miceliza¢ni oblasti, zejména v piipad¢ piidavku
hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnosti.

Agregace CTAB ve srovnani s TTAB je mnohem vice ovlivnéna pfitomnosti hyaluronanu,
coz muze byt pfipsano delSimu alkylovému fetézci tenzidu. Zvysend CMC CTAB
Vv ptitomnosti hyaluronanu je zpasobena silngj$imi hydrofobnimi interakcemi mezi
cetylalkoholovymi fetézci a hydrofobnimi misty na kostfe hyaluronanu. Hydrofobné vazané
molekuly tenzidu se pak nemohou podilet na tvorbé micel [17], [19].

d :!*'.

D

Obrazek 3: Elektrostatické vazby v komplexech polyelektrolyt-tenzid [48].

2.2.1.2 Interakce HA s aminokyselinami

Aminokyseliny jsou wuvaZovany jako modifikaéni sloucenina =z divodu jejich
biokompatibility a praktického pouziti v mediciné. Jak jiz bylo vySe zminéno, vhodnymi
slou¢eninami pro modifikaci hyaluronanu jako nosice jsou amfifily, tedy v pifipade
aminokyselin jsou to napf. lysin, arginin, kyselina 6-aminokapronova.

Pti studiu interakci mezi HA s aminokyselinami v prostiedi s riznou iontovou silou bylo
zjisténo, ze iontovad sila ma zasadni vliv nastabilitu systtmu HA-aminokyselina.
Elektrostatické interakce mezi karboxylovou skupinou naHA aaminoskupinami
na aminokyselindch nejsou dostate¢né silné, aby odolaly vétsi iontové sile roztoku.
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Protonizaci se zajisti na aminokyseliné permanentni kladny naboj, takze takto pfipraveny
systém je poté dostate¢né stabilni pro pouziti v krevnim fecisti, kde iontova sila ma silu
roztoku o koncentraci elektrolytu 0,15 mol-dm™. Posileni interakci bylo prokézéano pomoci
reometrie, kdy relativni viskozita smési klesala v nékterych ptipadech z ptivodni hodnoty az
na polovinu. K nejvyraznéjSimu posileni interakci doslo usmési s lysinem a argininem.
Aminokapronova kyselina mé ve své struktufe pouze jednu aminoskupinu a izoelektricky bod
aminokyseliny je 7,25, proto nebylo posileni interakci tak markantni [49].

Zkoumanim  systému  vysokomolekularni  kyseliny hyaluronové a amfifilnich
protonizovanych kyselin, jez byly zastoupeny lysinem a Kyselinou 6-aminokapronovou, byly
z vysledku ziskanych reometrickym a konduktometrickym métenim potvrzeny interakce mezi
protonizovanymi aminokyselinami a kyselinou hyaluronovou. Nejvétsi mira interakci byla
pozorovana pii koncentracich aminokyselin 0,9-10 mmol-dm™, kdy byl pozorovan pokles
relativni vodivosti a relativni limitni viskozity. Od koncentraci 20 mmol-dm™ u lysinu jiz
na hyaluronanu molekulami protonizovanych aminokyselin. V ptipadé¢ interakci hyaluronanu
s kyselinou 6-aminokapronovou je patrny soustavny pokles relativni limitni viskozity i pfi
koncentracich 20 mmol-dm™, coz je nejspi§ dano piitomnosti pouze jedné pronotizované
aminoskupiny oproti dvéma skupinam u lysinu [50].

Navézanim na Zemana potvrdila Marcela Simackova interakce vysokomolekularniho
hyaluronanu s amfifilnimi protonizovanymi aminokyselinami, kterd podrobnéji proméfovala
interakce mezi vysokomolekulovou HA (1,75 MDa) a protonizovanymi aminokyselinami,
lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou, v extrémnich koncentracich [51].

Dal$im pokracovanim studia interakci protonizovanych amfifilnich aminokyselin s HA
predstavuje prace Jany Chlumske. Interakce dale studovala méfenim velikosti ¢astic pomoci
dynamického rozptylu svétla. Méteni velikosti Castic pomoci dynamického rozptylu svétla
bylo provedeno u koncentra¢ni fady lysinu bez ptidavku nizkomolekularniho elektrolytu,
koncentracni ftady lysinu, ktery byl protonizovan pouze dopH 0,25% hm. HA,
koncentra¢nich fad s pridavkem NaCl — HA s protonizovanym lysinem a 15 mmol-dm™NaCl
a HA s lysinem protonizovanym do pH 0,1 % hm. HA a 15 mmol-dm™. Ve vsech pripadech
je patrny rostouci trend velikosti ¢astic s pfidavkem protonizovaného lysinu. Dle intenzity je
mozno pozorovat v roztocich vzdy dva piky o rizné velikosti ¢astic, v roztoku tedy vznikaji
I vetsi agregaty [52].

Pomoci dynamického rozptylu svétla a kryogenni transmisni elektronové mikroskopie byl
sledovan vznik komplext kyseliny hyaluronové v prostiedi polyethylenglykolu s poly-L-
lysinem. Jednotlivé vzorky se liSily velikosti fetézci. Pro ucinny vznik komplexi byla
nezbytnd minimalni molekulova hmotnost HA cca 9 kDa, pii ¢emz bylo potieba minimalné
5 kDa polyethylenglykolu, aby se zabranilo makroskopické agregaci. Nanokomplex je
ve form¢ gelu, ktery velice bobtna po ptidavku NaCl. Zvyseni iontové sily vede k naruSeni
struktury gelu, avSak strukturu Ize obnovit opétovnym snizenim iontové sily. Zesitovanim
pomoci karbodiimidu zisk&va gel velmi dobie definovanou strukturu a vysokou stabilitu vaci
zménam iontové sily [21].
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Vliv hyaluronanu na agregaci hydrofobnich aminokyselin byl zkouméan fluorescenéni
studii. Gly-Cy, (Glycin) a Ser-Cy, (Serin) ukéazaly ve vysledcich fluorescenéni studie velmi
podobné chovéni, a to jak ve vodg, tak i v 0,15 mol-dm™ NaCl, kdy pyrenova sonda potvrdila
vznik hydrofobnich domén nad uréitou koncentraci alkyl-aminokyselin. Vliv piidavku
hyaluronanu je zavisly naslozeni rozpoustédla. Ve vod¢ hyaluronan snizuje kritickou
micelarni  koncentraci podobnym zptisobem jako v roztoku s nizkomolekularnim
elektrolytem, zatimco v 0,15 mol-dm™ NaCl v podstaté neni pozorovan zadny G&inek. Pokles
koncentrace povrchové aktivni latky, pii které je pozorovana agregace tenzidu lze pricist
standardnimu  chovani povrchové aktivnich latek v pfitomnosti opa¢né nabitych
polyelektrolyti [22] — polyelektrolyt vyvolava agregaci tenzidu vazanim opacné nabitych
molekul tenzidt na polyeklektrolyt, agregace je tedy pozorovana v niz$i koncentraci, nez je
kriticka micelarni koncentrace tenzidu; tato niz§i koncentrace se proto nazyva kriticka
agregacéni koncentrace. Molekulova hmotnost hyaluronanu ma pouze mirné ucinky — Kriticka
agregacni koncentrace je o néco nizsi v pfitomnosti vysoké molekulové hmotnosti ptipravku.

V piipads Asp-Cg (Kyselina aspartova) ve vodé a v 0,15 mol-dm™ NaCl neni CMC sniZena
pritomnosti elektrolytu, ale naopak je pozorovan mirny narist v CMC. Hydrofobné
modifikovana kyselina asparagova je strukturalné odlisna od dvou vyse uvedenych derivati
aminokyselin, a to zejména v tom, ze ma dva hydrofobni fetézce, jejich délka je mensi nez
v piedchozich dvou ptipadech. Tyto fetézce pravdépodobné zabranuji vzajemnému kontaktu
nabitych polarnich skupin, chrani pted odpudivymi interakcemi a v dtsledku toho potlacuji
ucinek piidané soli [22], [23].

V piipadé¢ Glu-Cyo (Kyselina glutamova) nebyla zjisténa jeho agregace pyrenovou
metodou, stejné hodnoty byly naméfeny ve vod& a 0,15 mol-dm™ NaCl v piitomnosti a
nepiitomnosti hyaluronanu. Ptestoze je Glu-Cyy konstrukéné podobny Asp-Cg, usporadani
alkylového fetézce v Glu-Cyg je pravdépodobné odlisné, brani shlukovani do micelarnich
agregatl a snizuje rozpustnost [24].

2.3 Aminokyseliny

2.3.1 Lysin

Lysin, systematickym nézvem 2,6-diaminohexanova kyselina, obsahuje ve své struktuie
dvé aminoskupiny, ¢imz se fadi mezi zasadité aminokyseliny. Jedna aminoskupina je vazana
na primarnim o-uhliku a druhd nae-uhliku. Vyskytuje se ve dvou enantiomerech L aD,
v bilkovinach pouze L-forma. Hodnota izoelektrického bodu plI je 9,59. Disocia¢ni konstanty
lysinu pK pfi 25 °C jsou pKcoon = 2,20, pKnnz = 8,90 a pKenwz = 10,28. V prostiedi o pH
niz8im nez je izoelektricky bod se tedy chova jako zasada, pfijima proton a dochazi k tvorbé
amonného kationtu, nad hodnotou izoelektrického bodu pak ptevlada tvorba karboxylovych
aniontt [29].

Lysin patii do skupiny esencialnich kédovanych aminokyselin, které si lidsky organismus
nedokaze sam syntetizovat, musi tak byt pfijiman samotny jako soucast potravy. Je potiebny
pro rust a produkci karnitinu, pomaha snizovat hladinu cholesterolu, dale hraje dualezitou
ulohu pfi produkci  kolagenu apojivovych tkani, vcetné kuze, Slach a chrupavek
a pti metabolismu mastnych kyselin. Anaerobni degradaci v mrtvé tkani je lysin
dekarboxilovan za tvorby pentan-1,5-diaminu, tzv. mrtvolny jed, coz je jedovata slouc¢enina
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zpusobujici toxicitu tlejictho masa. Hlavnim zdrojem lysinu v potravé je maso a masne
vyrobky. Z rostlinnych pozivatin lysin obsahuji predev§im sojové boby, fazole, hrach nebo
araSidy. Lysin se vyrabi z 90% technologickymi postupy pomoci mikroorganismi. Dnes je
produkovan vyhradné pomoci bakterialni syntézy bakteriemi Corynebacterium glutamicum
[30], [31].

NH,

OH
H-oN
O
Obrazek 4: Molekula lysinu.

2.3.2 Arginin

Arginin, systematicky (2S)-2-amino-5-guadinovalerovd kyselina, je semiesencialni
kddovana aminokyselina. V literatufe je arginin oznacovan pismenem R nebo zkratkou Arg.
Arginin patfi mezi bazické aminokyseliny. Jeho bazicita pievySuje bazicitu lysinu a je
zpusobena pritomnosti guanidinové skupiny nakonci fetézce. Disocia¢ni konstanty pK
aminokyseliny pii 25 °C jsou pKcoon = 2,17; pKnnz = 9,04; pke-nmz = 12,48 a izoelektricky
bod je roven 10,76.

Arginin patii do skupiny semiesencidlnich kédovanych aminokyselin, v prubéhu ristu jej
t€lo neni schopno syntetizovat, avSak po vétSinu lidského zivota je to neesencidlni
aminokyselina, takZe neni nutno jej dodavat pomoci stravy. Nejvétsi mnozstvi argininu
nalézdme v mléénych vyrobcich (mléko, jogurty, tvaroh), v hovézim a vepifovém mase
¢i v moiskych plodech. Z rostlinné stravy se nejvic vyskytuje v pseni¢nych kli¢cich, pohance
¢i ofeSich. V lidském téle ma funkci pfi hojeni ran, bunééném déleni, kontrole mocoviny
Vv téle, uvolnovani hormonti a je prekurzorem pro syntézu oxidu dusného [32], [33].

)N]\H

H,N" N OH
H
NH,

Obrazek 5: Molekula argininu.
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2.4 Metody studia interakci
241 pH-metrie

2.4.1.1 Rovnovadind potenciometrie

Analyt je pomoci této analytické metody stanoven zrovnovazného napéti
elektrochemického ¢lanku tvofeného indikacni elektrodou ponofenou do analyzovaného
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roztoku a referentni elektrodou spojenou s analyzovanym roztokem solnym miastkem. Napéti
je méieno za podminek, pfi nichz ¢lankem netece elektricky proud.

24.1.2 Méieni pH
Nejpiesnéjsi metodou pro stanoveni pH je uziti pH-metru (upraveny voltmetr). Pii méfeni
pH se nezjistuje koncentrace (aktivita) H" iontd, z niz by bylo mozno pH vypocitat z defini¢ni
rovnice, pH = —loga(H"), ale porovnava se membranovy potencial dané elektrody (odezva
elektrody) zméfeny v analyzovaném roztoku — En(X), avroztoku standardnim o zndmé
hodnoté pH — Eu(st), méfi se tedy elektricky potencial mezi mérnou a referentni elektrodou
na potenciometru.
Eyv (X)—Ey (st)

H=pH(st
pH=pH(st)- 0.059

@)

pH se méti pomoci mérné elektrody zapojené v €lanku s referenéni elektrodou. Jako mérna
elektroda je vyuzivana sklenéna elektroda, jako referentni se pouzivaji elektrody Il. druhu,
jejichz potencial zistava konstantni pfi zméné prostiedi. Nejéastéji se pouziva kalomelova
nebo argentochloridova srovnavaci elektroda. Argentochloridova elektroda je sloZena
ze stiibrného dratku potazeného vrstvou AgCl, ktery je ponofeny do nasyceného roztoku KCI.
Elektroda je obalena sklenénym plastém, ve kterém se nachazi membrana citliva
na koncentraci oxoniovych iontii v roztoku. Sklenéna elektroda je tvofena kifemicitanovou
krystalovou miizkou skla, nakterou se vazou elektrostatickymi silami ionty vodiku
a alkalickych kovu. Pfi styku sroztokem se na povrchu vytvaii solvatovana vrstva, kde
dochazi k vyméné vodikovych ionti mezi roztokem a sklem. Membranovy potencial sklenéné
elektrody vznikd jako rozdil potenciali na vnéjsi a wvnitini stén¢ sklenéné membrany
[34], [35], [36].

Mezi kombinovanou sklenénou pH-elektrodou a okolnim prostfedim se v ptipade
rovnovahy vyvine staly elektricky potencial, jenz je ovliviiovan pouze zménou aktivity
(koncentrace) vodikovych Kkationti v roztoku KCI. Po ponofeni elektrody do méteného
roztoku se na povrchu membrany, jez specificky reaguje na koncentraci H3O" iontdl, za¢nou
sorbovat a nebo desorbovat nabité Castice a v zavislosti na tom se zméni i stav rovnovahy
na strané roztoku KCI. Tato zména pak vede ke zméné elektrického potencialu, z ¢ehoz lze
urcit velikost pH v méfeném roztoku. Zavislost zmeny elektrického potencialu na elektrodé je
vyjadiena Nernstovou rovnici:

Enscing = Epg-ing +¥"”(""Ag+ ) (3)

kde Egcuag) je vysledny potencial argentochloridové elektrody, E&g*/Ag) je standardni
elektrodovy potencial elektrody ustanoveny mezi roztokem KCI a stfibrnym dratkem, R je
univerzalni plynova konstanta, T je teplota roztoku v K a F je Faradayova konstanta [37],
[38].

Pied pouzitim pH-metri k méfeni pH nezndmého roztoku je nutno je kalibrovat.
Kalibra¢ni pufry by mély byt vybirany tak, aby pH neznamych roztokt bylo mezi hodnotami
pH pouzitych kalibra¢nich pufri.
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Obréazek 6: Kombinovana sklenéna pH elektroda [36].

2.4.1.3 Potenciometrické titrace

Potenciometrie je Casto pouzivanou objektivni metodou zjistovani kone¢ného bodu titraci
méfenim zavislosti potencialu vhodné indika¢ni elektrody naobjemu odmérného roztoku
pfidaného do titrovaného roztoku. Touto zavislosti je sigmoidni titracni kiivka, jejiz inflexni
bod je zpravidla povazovan za bod ekvivalence. Piesn¢ tomu tak je pouze v ptipadé, ze analyt
a titratni Cinidlo reaguji v moldrnim poméru 1:1. V mnoha piipadech, pfedev§im pfi
redoxnich titracich, tomu tak ¢asto nebyva. Z praktického hlediska vSak rozdil mezi spotfebou
odectenou v bodé ekvivalence a v bod¢ inflexu titracni kiivky zplsobuje zanedbatelnou
titrani chybu, protoze kiivka je zde velmi strma [36].

2.4.2 Konduktometrie

Konduktometrie je neselektivni elektroanalytickd metoda, pfiniz se analyt stanovuje
na zakladé méfeni elektrické vodivosti, charakterizujici schopnost roztoku vest elektricky
proud. Hlavnimi vodi¢i proudu v roztoku jsou ionty. Konduktometrie poskytuje informace
o totalnim obsahu latek v analyzovaném roztoku, protoze na vyse uvedenych vlastnostech se
podili vSechny latky v roztoku a piispévek jednotlivych komponent nelze rozlisit.

Vodivost roztoku, G[Q™, S], je rovna pievracené hodnotd odporu, R [Q]. M& se
ve vodivostni nadobce mezi dvéma elektrodami o geometrické plose A [cm?], vzdalenych
od sebe L [cm], a plati pro ni vztah:

1 A
G= R K'E, (@)

kde x [S:cm™] je m&méa vodivost roztoku, tzv.konduktivita. Konduktivita je
charakteristickou vlastnosti analyzovaného roztoku a zavisi nakoncentraci vsech iontt
v roztoku, zatimco podil A/L charakterizuje experimentalni uspotradani vodivostni nadobky:
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L

=G-—=GO, (5
K A ©)

kde @ [cm™] je tzv. konstanta vodivostni nadobky. Aby bylo mozno z hodnoty vodivosti G
zmeétené v ur¢ité vodivostni nadobce mérnou vodivost k ur¢it, musi byt hodnota konstanty
vodivostni nadobky znama. VétSinou ji nelze urCit z geometrickych rozmérd, protoze
elektrické pole je malokdy presné vymezeno geometrickymi rozmeéry elektrod. Proto se
vV dané nadobce zméti vodivost roztoku, jehoz mérna vodivost je presné znama a konstanta
nadobky se vypocita.

2.4.2.1 Meéieni vodivosti

V praxi je vodivost roztokii méfena pomoci syst¢tmu dvou elektrod, jez jsou vici sob¢
zafixovany v Konstantni poloze a pfipojeny na piesny ampérmetr. Mezi svorkami je
udrzovano konstantni napéti a v zavislosti na vodivosti kapaliny se méni velikost proudu mezi
elektrodami.

Vodivost lze zjistit napf. ze zméfeného tbytku napéti U na odporu R vodivostni nddobky
s analyzovanym roztokem, jiz prochazi konstantni sttidavy elektricky proud I:
1

I
G=2=5-0

V disledku prochéazejiciho proudu se mohou na elektrodach vytvéiet povlaky napf.
produktu elektrodové reakce, mize se uplatiovat i ne zcela eliminovana polarizace elektrod.
Tyto efekty se projevuji jako odpor narozhrani obou elektrod a roztoku a piispivaji tak
k celkovému odporu ve vodivostni nadobce; R = R(rozt) + R(el/rozt); + R(el/rozt),.

Vodivost zjisténa v dvouelektrodové vodivostni nadobce tak neodpovida pouze hledané
vodivosti analyzovaného roztoku, ale je nezadoucim zptsobem ovlivnéna jevy na rozhrani
elektroda/roztok.

2.4.2.2 Konduktometrické titrace

Pokud se v prubéhu titrace méni vodivost roztoku, Ize konduktometrie pouzit jako
indikacni metody zjiStovani konecného bodu titrace. K tomu dochazi pii titracich
acidobazickych, srazecich a komplexometrickych.

Konduktometrické titrace se provadéji v titraénich nadobkach (kédinkéch), v nichZ jsou
Vv titrovaném roztoku ponofeny vodivostni elektrody. Roztok je v prubéhu titrace michan,
titraCni ¢inidlo se pouziva dostate¢né koncentrované, aby objem piidany v priabéhu titrace byl
zanedbatelny ve srovnani s objemem titrovaného roztoku. Neni tak zapotiebi provadét korekci
vodivosti na zménu objemu roztoku [36], [38].
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Obrézek 7: Linedrni titracni kiivka pii konduktometrické titraci silné kyseliny (HCI) silnou
zasadou (NaOH). U jednotlivych casti krivky jsou uvedeny slouceniny, které urcuji vodivost roztoku.
Vysoka vodivost roztoku dana vodikovymi ionty v priibéhu titrace klesd, jak tyto ionty z roztoku
ubyvaji. V ekvivalenci urcuji vodivost ionty sodné a chloridové. Po prekrocent ekvivalence vodivost
opét roste, jak v roztoku pribyva ionti hydroxidovych [36].

2.4.3 Optické vlastnosti disperznich systémii

K vyznaénym zvlastnostem disperznich soustav patii jejich charakteristické optické
vlastnosti. Fyzikalni vlastnosti koloidnich ¢astic, které ovliviiuji optické vlastnosti celé
koloidni soustavy, jsou velikost, elektricka vodivost a absorpce svétla latkou tvorici disperzni
fazi.

Pii prostupu svétla disperznim systémem dochazi k poklesu intenzity zafeni v dusledku
pravé absorpce a rozptylu svétla. Intenzita prochazejiciho zafeni je ddna Lambert-Beerovym
zakonem, z kterého vyplyva, Ze intenzita proslého svétla je zavisla na koncentraci absorbujici
slozky a na tloust’ce vrstvy. Prava absorpce znamena, ze pohlcené zafeni zvysi vnitini energii
molekul systému a pfeméni se v teplo, U rozptylu svétla na Casticich systému je zafeni opét
emitovano ve formé svételné energie [39], [40].

Velikost obou téchto efektll zavisi na charakteru disperzniho systému i na vinové délce
svétla. U analyticky disperznich systéml se uplatiiuje pievazné prava absorpce, zatimco
v disperznich systémech, které obsahuji ¢astice koloidnich nebo vétsich rozmérd, se uplatiiuje
hlavné rozptyl svétla.

Rozptyl svétla je dobie pozorovatelny u systému s raiznymi indexy lomu disperznich ¢astic
a disperzniho prostredi, tedy na hrubych i koloidnich disperzi. U hrubych disperzi dochazi
k odrazu a lomu svételnych paprskt na povrchu ¢astic pod raznymi Ghly; svétlo se difuzné
rozptyluje a soucasné se polarizuje. To se projevuje zakalem disperze, ktery je pozorovatelny
v libovolném smeéru, i v tenkych vrstvach. V koloidnich disperzich se vyskytuji ¢astice, které
maji velikost ¢astic srovnatelnou nebo mensi nez je vlnova délka svétla. V téchto systémech
se uplatituje odraz a ohyb svétla na malych &asticich. Cim mensi Gastice je, tim vice se
zateni, coz se v tenkych vrstvach projevuje tak, Ze se zdaji byt ¢iré. Tlusté vrstvy koloidnich
disperzi a koloidni disperze pozorované z boku oproti ¢ernému pozadi vytvaieji jemny zakal
neboli opalescenci.
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Rozptyl svétla rozdélujeme na elasticky a dynamicky. Fyzikalni podstatou elastického
rozptylu svétla je snizeni intenzity primarniho paprsku vlivem odrazu, lomu nebo interference
svétla na malych ¢asticich. Pfi tomto procesu nedochdzi k absorpci, ale ¢ast zafeni se mtize
odrazet do vSech stran. Elasticky rozptyl svétla miizeme stanovit bud’ turbidimetricky, kdy se
méfi intenzita rozptyleného paprsku ve sméru primarniho paprsku a nebo nefelometricky, kdy
se méfi intenzita rozptyleného paprsku pii uhlu 90°. Existuji i metody, pii kterych se méfi
rozptyl pro vice uhlu, tzv. MALS (Multi-angle-light-scattering) [41], [42].

Klasicka teorie rozptylu svétla — Rayleighova rovnice

Ucinkem prochazejici svételné viny, tedy v kmitajicim elektrickém poli, se molekuly
polarizuji, vytvaieji se indukované oscilujici dipoly, v jejichz okoli vznika periodické
elektrické pole, které se sii vsemi sméry jako vinéni. Kazda molekula ozafena primarnim
svétlem se tedy stavd zdrojem rozptyleného svétla o témze kmitoctu. Ve stejnorodém
prostiedi se G¢inkem interference sekundarnich vin podle Huygensova principu §iii svétlo
pouze ve sméru primarni (dopadajici) svételné viny.

V nestejnorodém  prostredi, které obsahuje castice s polarizovatelnosti odlisnou
od polarizovatelnosti prostiedi, indukuje prochazejici svételné vinéni v téchto ¢asticich
dipdlové momenty jiné velikosti nez v ¢asticich disperzniho prostredi. Zafeni téchto dipdla uz
neni kompenzovano ve smyslu Huygensova principu ajevi se jako rozptylené svétlo.
Rozptylené svétlo se §ifi vsemi sméry; jeho intenzita je v8ak v raiznych smérech razna.

Kvantitativni zpracovani téchto Gvah vedlo ke vztahu pro intenzitu svétla rozptyleného
jednotkou objemu velmi ziedéného disperzniho systému pod Ghlem 6:

gteat v .(1+cosz 0) @)
gl -At-r? 2 ’

kde 1y je celkova intenzita dopadajiciho (primarniho) nepolarizovaného zaieni, v je pocet
géstic v jednotce objemu soustavy (= N/V), & permitivita vakua (8,854 19-10"2 C%.Jtm™),
/. vinova délka primarniho i rozptyleného svétla v daném disperznim prostredi (4 = 4,/n,, kde
Jo je vinova délka zaieni ve vakuu), rvzdalenost detektoru, méticiho intenzitu od zdroje
rozptyleného svétla, 6 uhel pozorovani, tj. Ghel sevieny primarnim paprskem a paprskem
rozptyleného svétla, ktery dopada do detektoru, « je polarizovatelnost castice, tj. moment
dipdlu indukovaného v ¢éastici elektrickym polem o jednotkové intenzité.

lo

Rayleighovu teorii rozptylu svétla Ize aplikovat jen na velmi ziedéné disperzni systémy,
obsahujici malé disperzni castice, alespon piiblizné¢ kulovitého tvaru, které jsou elektricky
nevodiveé a izotropni (tj. takové, jejichZ polarizovatelnost je ve vsech smérech stejnd) [42].

Fluktuaéni teorie rozptylu svétla — Einsteinova-Debyeova rovnice

Klasickd teorie nedovede vysvétlit rozptyl svétla v opticky homogennim prostiedi.
Odlisnost indexu lomu v nékterych mistech nemusi byt totiz vzdy zptasobena tim, ze systém
obsahuje disperzni ¢astice. Fakt, ze rozptyl svétla byl pozorovan (i kdyz v nepatrné miie)
i u cistych kapalin, vysvétluje fluktuacni teorie. Z teorie kapalin vyplyva, ze pocet molekul
v malém objemovém elementu podléhd v ¢ase fluktuacim. Fluktuace v poétu ¢astic maji
za nasledek fluktuace v hustoté a fluktuace v indexu lomu. Tim se mohou na kratkou dobu
vytvorit mista o vétsi hustoté a vétsim indexu lomu, kterd& mohou zpusobit slaby rozptyl.
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Ve velmi ziedénych koloidnich systémech, kde se rozptyl jedné céastice nepieklada pres
rozptyl druhé, neni tieba na tyto fluktuace bréat zietel a sta¢i uvazovat jen rozdil indext lomu
disperzniho podilu a prostiedi. V koncentrovanégjsich systémech je nutno uvaZovat nejen
rozdil v indexech lomu, ale i fluktuace v koncentraci disperznich ¢astic, ke kterym dochazi
v objemovych jednotkach o rozmérech mensich nez vinova délka dopadajiciho svétla.

Celkova intenzita svétla rozptyleného ve vSech smérech

Podminkou pro to, aby nastal rozptyl svétla, je optickd heterogenita systému, tj. rozdil
v indexech lomu, coz je splnéno u lyofobnich systémda, kde je rozptyl intenzivni; u lyofilnich
systému je rozptyl slabsi. P¥i prachodu bilého svétla systémem je svétlo kratsich vinovych
délek (modré) mnohem vice rozptylovano nez dlouhovinné (&ervené). Bezbarvé koloidni
systémy pii boénim osvétleni bilym svétlem modravé opaleskuji — dochazi predevsim
k rozptylu paprska o malych vinovych délkach. V prochéazejicim svétle se naopak tyto
koloidni systémy zbarvuji do ¢ervena, protoze pti jeho prachodu mizi ze spektra v dasledku
rozptylu modré paprsky.

To, ze je obloha zbarvena do modra, je zpisobeno tim, Ze svétlo kratsi vinové délky
(modra, 430-500 nm) je rozptylovano vice nez svétlo delsi vinové délky (Cervena, 680—720
nm). Absolutni mnozstvi svétla, rozptyleného 1 cm® vzduchu nebo vody, je sice nepatrné,
ale ohromna tloustka atmosféry a fluktuace molekul zpasobuje, ze rozptyl neni zanedbatelny.
Cervanky, které mizeme pozorovat pii vychodu nebo zapadu Slunce, jsou zptisobené
odfiltrovanim kratkovlnné oblasti barevného spektra pii del$im prichodu atmosférou [42],

[43].
2.4.4 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS z anglického Dynamic Light Scattering) je
fyzikalni analytickd metoda, jez zkouma vlastnosti ¢astic v objemu roztokt a je v soucasné
dobé velmi pouzivanou technikou pro meéfeni velikosti Castic a charakterizaci distribuce
velikosti ¢astic obvykle v submikronoveé oblasti. Tato metoda je zaloZzena na principu méteni
intenzity svétla rozptyleného molekulami ve vzorku v pribéhu casu.

Molekuly v roztoku difunduji Brownovym pohybem. Podle toho, jak se pohybuje ¢astice
vuci detektoru, frekvence roztyleného zateni se bud’ zvySuje, nebo snizuje a tim vznika
fazovy rozdil mezi roztylenymi vinami, které mezi sebou interferuji. Plati tedy, Ze ¢im
rychleji se molekuly pohybuji, tim rychleji se méni intenzita rozptyleného zafeni. Rychlost
zmény intenzity rozptyleného zafeni pfimo zavisi na pohybu molekuly.

Pohyb neboli diftzi molekuly ovliviiuji tyto faktory:

R/

% Teplota — ¢im vyssi teplota, tim vétsi rychlosti se molekuly pohybuji
% Viskozita rozpoustédla — ¢im viskdznéj$i je rozpoustédlo, tim pomaleji se
molekuly pohybuji

R/

% Velikost ¢astic — ¢im vétsi jsou Castice, tim pomalejsi rychlosti se pohybuji.

Pokud jsou teplota a rozpoustédlo konstantni, pak je zména intenzity rozptyleného svétla
pfimo iimérna velikosti molekuly. Tato veli¢ina se nazyva hydrodynamicky polomér. Pokud
by se molekuly v roztoku chovaly stacionarné, pak by mnozstvi rozptyleného svétla bylo
konstantni.
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V polydisperznich systémech se pohybuji ¢astice vice velikosti, pak vysledna korela¢ni
funkce je slozit€j$i nez u systému monodisperznich. Dolni hranice méficiho rozsahu se
pohybuje okolo 0,5nm a maximum okolo 3 um, protoze vétsi Castice jiz nepodléhaji
Brownovu pohybu [39], [44], [45].

2.4.4.1 Meéieni dynamického rozptylu svétla

Méieni velikosti ¢astic je mozné provadét pomoci piistroji fady Zetasizer Nano. Tyto
pfistroje funguji na principu dynamického rozptylu svétla.

V piipadé méfeni naprosto nehybnych ¢astic Vvroztoku je zobrazovani Fizeno
interferencnim jevem a dle fazovych posunt vin se poté zobrazuji jasné ¢i tmavé oblasti.
Pokud svétlo dorazi na detektor ve stejné fazi, vytvoii se jasna oblast svétla. Tmavé oblasti by
se vyskytovaly tam, kde by byly fazové piispévky vzajemné destruktivni a navzajem by se
vyrusily. V reédlnych kapalinach jsou ¢astice neustale v pohybu diky Brownovu pohybu. Tento
pohyb vznika diky nahodné srazce ¢astic s molekulami kapaliny. Je znamo, ze malé Castice se
v kapalin¢ pohybuji rychle, a velké Castice se pohybuji pomalu. Tento pohyb probiha
vzorku oddé¢lené kratkym casovym

(119

neustale, takze jestlize vezmeme dva ,,obrazky
intervalem, mizeme vidét, 0 kolik se Castice presunula, respektive zjistit difuzni koeficient
ze stfedniho posuvu Castice a pak pres Stokes-Einsteinovu rovnici vypocitat hydrodynamicky
polomér. Jestlize doslo k minimalnimu pohybu a polohy ¢&astic jsou velmi podobné, pak
budou ¢astice ve vzorku velké; podobné, jestlize doslo k velkému pohybu a polohy ¢astic jsou
zcela rozdilné, pak ¢astice ve vzorku jsou malé. Pristroj tedy méii fluktuaci intenzity, nejprve
ur¢i statistickou analyzou (korela¢ni analyzou) difuzni koeficient D, ktery lze Stokes-
Einsteinovou rovnici pii znalosti teploty méfeni T, viskozity disperzniho prostiedi 7o
ptepocitat na velikost ¢astic (hydrodynamicky pramér kulovité ¢astice) dy [43], [46]:
KgT

d, = , (8
o ®

kde kg je Boltzmannova konstanta (kg = 1,380 648 8-10%% J-K™Y).
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Laser Zetasizer Optické usporadani
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Obréazek 8: Schéma pristroje Zetasizer Nano ZS, obsahuje Sest hlavnich komponent — laser (1),
celu (2), detektor (3), zeslabovac (4), korelator (5) a pocitac (6) [46].

Laser se pouziva jako zdroj svétla pro ozafeni vzorku uvnitf cely. VétSina paprsku svétla
projde vzorkem nezménéna, jen mala &ast je rozptylena &asticemi uvnité vzorku. Castice
rozptyluji svétlo ve vSech smérech, proto je teoreticky mozné umistit detektor do jakékoli
polohy astale bude méfit intenzitu rozptyleného svétla. V piistrojich Zetasizer Nano je
detektor umistén bud’ v Uhlu 173° nebo 90°. Aby detektor mohl intenzitu rozptyleného svétla
zm¢éfit, musi byt v uréitém rozsahu hodnot. Ptili§ mnoho svétla zplisobi pretizeni detektoru.
Zeslabovac zpusobi snizeni intenzity laserového paprsku, a tim dojde i ke snizeni intenzity
rozptyleného svétla. Toho se vyuziva u velmi koncentrovanych vzorkd nebo pii méfeni
velkych ¢astic. Zeslabova¢ mize fungovat i obracené, tedy ze propusti vice laserového svétla,
pokud je to nutné. Vice laserového svétla je potieba pii méfeni velmi malych velikosti ¢astic
nebo vzorkl o nizké koncentraci, tedy vzorka, které rozptyluji méalo svétla. Uvnitf piistroje se
nachazi digitalni korelator, ktery méfi stupenn podobnosti dvou signalti v uréité dobé. Intenzity
signalti v kratkém casovém Useku jsou si velmi podobne, o chvili pozdéji se podoba snizuje,
az s ¢asem dosahne korelace na nulu. Dokonalé korelace (1) dosdhneme v ptipadé identickych
signala, tedy porovnanim intenzity v urditém Gase samu se sebou. Zadna korelace (0)
znamena, ze mezi signaly neni zadna shoda [46].
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Dokonala korelace

Correlation

Yelké tastice

Wlalé castice

[

t=0 = oD

Cas
Obrazek 9: Korelace v casovych usecich.

Detekce zpétného rozptylu znamend, ze pfistroje Zetasizer Nano ZS méfi informace
0 rozptyleném zateni v blizkosti 180°.

Svételny paprsek pii méteni zpétného rozptylu nemusi prochazet celym vzorkem, prochazi
tedy kratsi optickou drahou, a proto je mozné méfit vzorky 0 vyssi koncentraci. Pfi téchto
méfenich se také eliminuje vyskyt mnohonasobného rozptylu svétla, tudiz rozptylené svétlo
na jedné ¢astici je rozptylovano i na dalSich ¢asticich. Diky snizeni vyskytu mnohonasobného
rozptylu muzeme méfit koncentrovanéj$i vzorky aje mozné snizit efekt prachu neboli
kontaminujicich latek v dispergovadle. Castedky prachu jsou oproti &asticim ve vzorku
mnohem vétsi a velké ¢astice rozptyluji svétlo ve sméru primarniho paprsku.

Vétsiho rozsahu koncentraci vzorku se mize dosdhnout také pouzitim pohyblivé Cocky.
Pro vzorky o nizké koncentraci nebo pro vzorky, které obsahuji malé ¢astice je vyhodnéjsi
vetsi mnozstvi rozptylu ve vzorku, méfici bod je vice u stfedu. Pro velké ¢astice nebo pro vice
koncentrované vzorky je naopak vyhodngjsi mit méfici bod blize ke sténé cely, ¢imz se snizi
efekt mnohonésobného rozptylu [46].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materidly k pi¥ipravé roztoku

Hyaluronan o molekulové hmotnosti 110-130 kDa, 1500-1750 kDa vyrobena firmou
Contipro Group s.r.0., Dolni Dobroug¢, Ceska republika; MILLI-Q voda vyrobena v laboratofi
Fakulty chemické VUT, Brno, Ceska republika; L-lysin a L-arginin Gistoty p.a. poskytnuty
firmou Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko; chlorid sodny a kyselina chlorovodikova ¢istoty
p.a. zakoupen od firmy Lach-Ner s.r.o., Neratovice, Ceska republika.

3.2 Priprava vzorki

Kyselina hyaluronova byla pfedvazena na laboratornich vahach s piesnosti 1/100 g
anasledn¢ vysuSena v suSarné po dobu tficeti minut pifi teplote¢ 90 °C, protoze pfi
opakovaném otevirani zasobni vialky pohlcuje vodu ze vzdusné vlhkosti. Pfesné mnozstvi
suché kyseliny hyaluronové bylo za laboratorni teploty odvazeno na analytickych vahéch
a dana navazka byla postupné piidivana do mensiho mnozstvi rozpoustédla, tedy Milli-Q
vody. Pak bylo stiidavé pridavano vzdy dal$i mensi mnozstvi HA a rozpoustédla a ponechano
opét michat. Tak se pokracovalo, dokud se pokud mozno cela navazka neptidala do Milli-Q
vody. Ze zbytku na vazence se pak spocitala skute¢na navazka a celkové mnozstvi Milli-Q
vody se dopocitalo a vypocitany zbytek se piidal do michaného roztoku. Cilem tohoto
zpusobu je dosazeni co nejveétsi homogenity roztoku a zabranéni vzniku shlukiim kyseliny.
Pro dosazeni uplné homogenity byl roztok michan 24 hodin avysledna koncentrace
zésobniho roztoku nizkomolekulové i vysokomolekulové HA byla 2,5 g-dm™. Pokud roztoky
nebyly pouzivany na dal$i pfipravu nebo nebyly proméfovany, pak byly pro zpomaleni
degenera¢nich pochodi ponechany v lednici, ne vSak déle nez po dobu dvou tydnd.

Vypocitané mnozstvi aminokyseliny bylo navazeno na analytickych vahach ato bylo
kvantitativné prevedeno do odmeérné bariky. Roztok byl dikladné promichén a jeho vysledna
koncentrace byla pro ob& aminokyseliny 264 mmol-dm™. Roztoky aminokyselin stejn& jako
roztoky HA byly uchovany v lednici.

Pro piipravu zasobniho roztoku NaCl o koncentraci 0,3 mol-dm™ bylo navéazeno presné
mnozstvi na analytickych vahach a to nasledné ptevedeno do odmérné banky s Milli-Q
vodou. Roztok byl promichan a uchovavan v lednici.

3.2.1 Protonizace aminokyselin

Protonizace roztoki aminokyselin byla provadéna za laboratorni teploty. HCI
pro protonizaci aminokyselin byla pfipravena ze zasobni lahve o koncentraci 35 % hm. Piesné
mnozstvi kyseliny bylo napipetovano do odmémé barky s injekéni vodou a doplnéno
po rysku, nasledné promichano. Koncetrace pfipravené kyseliny pro obé aminokyseliny byla
2,2 mol-dm™,

Uplna protonizace

Podle postupu protonizace uvedeném v bakalaiské praci Jana Zemana bylo urceno,
7e nejmensi pridavek kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1 mol-dm™ k roztoku 50 cm?
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lysinu o koncentraci 120 mmol-dm™ je 8 cm® roztoku HCI. Po dopliieni roztoku na 60 cm®

injekéni vodou je pak vysledna koncentrace lysinu 100 mmol-dm™ [50].

120-50

CLys = Tmmobdm'3 = 100 mmol-dm”

11

¢ pHroztoku
B nizké pH
Linearni (nizké pH)
9
*
7 *
*
T
Qo .
5 -
*
+
3
y =-0,210040x + 4,135526
R*=0,979412
1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
V HCI (ml)

Obrézek 10: Titrace 120 mmol-dm™ lysinu 1 mol-dm™ HCI [50].

Dle zjisténych vysledkd Jana Zemana byly nasledné spocitany potiebné objemy
a koncentrace roztoku kyseliny chlorovodikové pro protonizaci roztoku lysinu pro potieby
ptipravy jejich smési s hyaluronanem. Potiebna koncentrace zasobniho roztoku
protonizovaného lysinu pro nasi zkoumanou fadu je 220 mmol-dm™. To je tedy 2,2x v&tsi
koncentrace lysinu, nez byla pouzita pii acidobazické titraci. Pro zachovani objemt vSech
koponent na protonizaci je nutno tedy jejich koncentrace timto koeficientem vynéasobit:

CLys = 120 mmol-dm™ - 2,2 = 264 mmol-dm™

Chcr =1 mol-dm™ - 2,2 = 2,2 mol-dm™

Viys = 50 cm?

Vyc = 8 cm?® Veerx = 60 cm?

VH20 =2 Cm3

Cdstecnd protonizace

Pro castec¢nou protonizaci aminokyselin bylo nutné nejdiive zméfit hodnotu pH kyseliny
hyaluronové. Pro roztok o koncentraci 2,5 g-dm™ nizkomolekularni HA byla zmé&fena hodnota
pH=58-6,0 a pro vysokomolekularni HA pH=5,9-6,1. Vysledné pH ¢&astecné
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protonizované aminokyseliny se meélo pohybovat mezi zméfenymi hodnotami pH HA
s maximalni odchylkou +0,3. Z titraénich ktivek byl vypocitan ptiblizny objem HCI potiebny
pro protonizaci, st€Zejni vSak bylo vysledné pH protonizované aminokyseliny.
% Lysin
Z uvedené titra¢ni kiivky na obrazku 10 lze vyc¢ist, ze pro dosazeni pH =5,8-6,1 je nutno
ptidat priblizné 6 cm® HCI. Bylo napipetovano 50 cm® lysinu (264 mmol-dm™), ten byl
umistén na magnetické michacce, aby byl roztok v celém objemu dobfe promichan,
a po kazdém piidavku HCI bylo zméteno pH roztoku. Po dosazeni pH pftiblizné 5,9-6,1 jiz
nebylo pipetovano dal§i mnozstvi HCl, pouze byl doplnén objem roztoku injekéni vodou
na 60 cm®. Pfesné mnozstvi HCl napipetovano do roztoku bylo 5,73 cm® avysledné pH
¢astecné protonizovaného lysinu mélo hodnotu pH = 5,9.
% Arginin
Pro vypocet mnozstvi HCI pro ¢astecnou protonizaci argininu byla pouZita titracni kiivka
ziskana z vysledkt diplomové prace Martina Trojana (Obrazek 11), kdy ve své préci titroval
arginin (100 mmol-dm™) kyselinou chlorovodikovou (1 mol-dm™). Bod ekvivalence byl
dosaZen po pridani 4,75 cm® HCI do 50 cm?® argininu [49]. Aby byly zachovany poméry
amnozstvi pro aste¢nou protonizaci argininu (264 mmol-dm™), ma byt pouzita kyselina
chlorovodikova 2,64 mol-dm™,
Carg = 100 mmol-dm™ - 2,64 = 264 mmol-dm™

cye; = 1 mol-dm™ - 2,64 = 2,64 mol-dm™
Varg = 50 cm?

Vyc, = 4,75 cm® Veerr = 60 cm?
VH20 = 5,25 (.31'1’13

10F

pH

0 1 A 1 N 1 N 1 L 1 A 1
0 2 4 6 8 10

objem HCl (ml)

Obrazek 11: Titracni kiivka titrace roztoku argininu o koncentraci 100 mmol-dm™ pomoci roztoku
HCI o koncentraci 1 mol-dm™ s vyznacenou linedrni oblasti kiivky [49].
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ProtoZe na§ zasobni roztok kyseliny chlorovodikové ma koncentraci 2,2 mol-dm™, je nutno
mnozstvi HCI a vody pro protonizaci prepocitat:
4,752,64
2,2

Vi,o = Veete = Varg — Virer = (60 — 50 — 5,7) cm’ = 4,3 cm’.

Vysledna koncentrace protonizovaného argininu je pak 220 mmol-dm™:

264-50 . .
c = 222" mmol-dm™ = 220 mmol-dm>.
Arg 60

cm’ = 5,7 cm?,

Vier =

Po zjisténi ptiblizného piidavku HCl do aminokyseliny jsme dale postupovali stejnym
postupem jako u ¢aste¢né protonizace lysinu. Pfesné mnozstvi HCI napipetovano do roztoku
bylo 5,76 cm® a vysledné pH &astedné protonizovaného argininu mélo hodnotu pH = 5,78.

3.2.2 Priprava vzorki na titrace

Pro titraci byl pouzit zasobni roztok protonizované aminokyseliny. Na jednu titraci ¢inila
spotfeba aminokyseliny 5 cm®. Aminokyselina byla titrovana do deviti riznych prostredi
0 objemu 50 cm®. Prostfedi se ligila iontovou silou (bez NaCl; 0,015 mol-dm~ NaCl;
0,15 mol-dm™ NaCl) a p¥itomnosti kyseliny hyaluronové (bez HA, tj. MQ; nizkomolekulova
HA,; vysokomolekulovd HA). Jestlikoz byl titrovan ¢aste¢né i uplné protonizovany lysin
a Castecné protonizovany arginin do deviti prosttedi, bylo provedeno celkem 27 titraci.

Tabulka 1: Prehled slozek prostredi, do kterych byla titrovana protonizovand aminokyselina, M —

mol-dm,
BezNaCl | 0015MNaCl | 0,15 M NaCl
MQ
Nizkomolekulova HA, [1 g-dm~] titrace 5 cm® protonizované aminokyseliny
Vysokomolekulova HA, [1 g-dm™]

3.2.3 Priprava vzorkii na méreni velikosti ¢astic

Pro méfeni velikosti Castic byly pfipraveny koncentracni fady protonizovanych
aminokyseliny v roztoku HA a NaCl o celkovém objemu kazdého vzorku 5cm?®. Objemy
komponent byly vypogitiny tak, aby vyslednd koncentrace ve vzorku 5cm® byla dle
nasledujici tabulky 2:

Tabulka 2: Vysledné koncentrace pri priprave vzorkii na méreni velikosti castic.

Slozka Koncentrace zasobniho roztoku | Vysledna koncentrace ve vzorku 5 cm®
Protonizovana AMK 220 mmol-dm™ 1-15 mmol-dm”
HA 2,5 g-dm* 1g-dm?
NaCl 0,3 mol-dm? 0,15 mol-dm™; 0,015 mol-dm™

Nejdtive byla do vialek s michadlem napipetovana HA s protonizovanou aminokyselinou
v koncentra¢ni fadé 1-15 mmol-dm™. Tyto roztoky bylo nutno michat po dobu 24 hodin
a teprve pak bylo mozno piidat roztok NaCl a pro doplnéni do 5 cm® Milli-Q vodu. Vysledna
koncentra¢ni fada byla taktéz michana 24 hodin.

Pfed samotnym méfenim byly namichané vzorky vytemperovany na laboratorni teplotu,
pokud byly pfedtim uchovavany v lednici, ptefiltrovany pies mikrofiltr Millex 0,45 um nebo
0,22 um piimo do plastové kyvety. Pfipadné bublinky v roztoku byly odstranény ultrazvukem
a takto ptipraveneé a piefiltrované vzorky byly uzavieny a ponechany tficet minut ustalit.
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3.3 Méreni a vyhodnoceni

3.3.1 Acidobazické a konduktometrické titrace

Pripraveny roztok kyseliny hyaluronové ¢i Milli-Q vody o urcité iontové sile a objemu
50 cm® s michadlem byl umistén na magnetickou micha¢ku. K automatickému titratoru byl
piipojen zasobni roztok protonizované aminokyseliny. Na titratoru byl nastaven piidavek
0,02 cm® aminokyseliny za minutu. M&feni pH i vodivosti probihalo zarovei a bylo
provadéno na pH-konduktometru MettlerMulti pfi referencni teploté 25 °C, ktery byl
pied méfenim nakalibrovan dle navodu pomoci téi pufrd o hodnoté pH 7,00; 4,01 a 2,00
a vodivostniho standardu s mérnou vodivosti 1413 pS-cm™ dodanymi vyrobcem. Hodnoty pH
a vodivosti byly pribé€zné zaznamenévany v pocitaci programem SevenEasy. Doba intervalu
zaznamenani hodnot byla nastavena na 10 sekund, takZze za kazdy pfidavek protonizované
aminokyseliny bylo odecteno 6 hodnot pH a vodivosti. Naméiené hodnoty byly uloZeny
v programu MS Excel a zde se dale pracovalo s jejich vyhodnocenim. Protoze v okamziku
hned po pfidavku aminokyseliny do roztoku neni jest¢ aminokyselina zcela rozptylena
po celém objemu, byla vzdy prvni a posledni hodnota pH a vodivosti vyloucena. Z takto
upravenych dat byl vypoc¢itan primér a smérodatna odchylka:

_ [2x=x)?
o= e 9)

Bylo vypoditano relativni pH a konduktivita dle nasledujiciho vzorce:

P—HHA+AMK+H20 prostiedi
pHyep = , (10)

PHAMK+H, 0 prostredi
KHA+AMK+H0 prosttedi 1 1)

Krei =

KAMK+H,0 prostiedi
Chybové tsecky v grafech nejsou zobrazeny pro velké mnozstvi hodnot.
Vsechny nasledujici zavislosti jsou pro porovnani uvadény na molarnim poméru
protonizované aminokyseliny k HA. Koncentrace disacharidovych jednotek HA byla ziskana

pod€lenim hmotnostni koncentrace HA molarni hmotnosti disacharidové jednotky HA:

w 1 -3 -3
Cya = 4 = mmol-dm~ = 2,407 6 mmol-dm™,
Mya 415,349

kde Wya [g-dm™] je hmotnostni koncentrace HA a Mua [g-mol™] je molarni hmotnost
disacharidové jednotky HA.

Titraci protonizované aminokyseliny byl roztok HA zfed’ovéan, vyslednad koncentrace HA
Vv roztoku byla vypocitana pak dle momentalniho ptidavku protonizované aminokyseliny.

3.3.2 Dynamicky rozptyl svétla

Me¢étfeni dynamického rozptylu svétla bylo realizovano na pfistroji Zetasizer Nano
spolecnosti Malvern Instruments Ltd. Pfistroj ma schopnost méfit tfi charakteristiky
kapalnych vzorki: velikost ¢astic, Zeta potencidl a molekulovou hmotnost, a umoziiuje méfit
v sirokém rozsahu koncentraci. Pro charakterizaci nasSich kapalnych vzorku byl vyuzit pouze
parametr pro zjiSténi velikosti ¢astic. Zeta potencial nebylo mozno z diivodu vysoké iontové
sily zmérit.

Pro plné¢ i ¢aste¢né protonizovany lysin v prostiedi nizkomolekulové HA byl pouzit filtr
0,22 um i 0,45 pm. Protoze pouziti filtru s mensimi pory nemélo zasadni vliv na piesnost
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vysledkt, nebyl jiz uargininu aplikovan. Nebyl také pouzit uvzorkt aminokyseliny
Vv prostfedi vysokomolekulové HA, nebot” pro velikost biopolymeru nebylo mozno roztok
mechanicky pfrefiltrovat.

Pfed samotnym méfenim provedl Zetasizer Nano temperaci vzorku po nastavenou dobu
60 sekund na teplotu 25 °C. Zetasizer software vyhodnocuje velikost ¢astic dle intenzity nebo
objemu, dale difuzni koeficient aindex polydisperzity. Vsechny vzorky byly méieny
minimaln¢ Sestkrat, tedy po tfech méfenich byl vzorek znovu nadavkovan do kyvety.

Vysledky byly pievedeny do programu MS Excel a vyhodnocovany parametry Z-pramér
(udava statistickou distribuci priméru velikosti vSech ¢astic v roztoku), difuzni koeficient,
dvor (udava velikost Castic dle jejich objemi) a diy jednotlivych pikt (urCuje intenzitu
a procentuelni zastoupeni ¢astic v roztoku). Pro vylouceni odlehlych hodnot byl proveden
Dean-Dixoniv test:

Q1 = 1222, (12)

[xn—%1]

Q, = M, (13)

[xn—2x1]

kde Q ZaStupuje Kritické hodnoty, X1 nejniiéi hodnota ze série méfeni Xn nejvyssi hodnota

Cv v

Kritické hodnoty Q jsou uvedeny v tabulce 3 [50]:
Tabulka 3: Kritické hodnoty Q pro 3—6 hodnot a hiadinu vyznamnosti a = 0,05.

n Qn

3 0,941
4 0,765
5 0,642
6 0,560

Pro primérné hodnoty parametrti byly dale vypocitany smérodatné odchylky a po vyneseni

pramérnych hodnot parametrt do grafu v zavislosti na;ﬁ byly zde zobrazeny i chybové
AMK

usecky ze smérodatnych odchylek.
Celkem bylo zméfeno sedm koncentracnich fad pro lysin a Ctyfi koncentra¢ni tady
pro arginin. Tabulka 4 znazornuje zméfené koncentra¢ni fady aminokyselin.

Tabulka 4: Zmerené koncentracni rady protomzovanych aminokyselin dynamickym rozplylem
svétla, U. p. —iiplné protonizovany, C. p. — édstecné protonizovany, M — mol-dm?,

HA, [1 g:dm”] Nizkomolekulova Vysokomolekulova
NaCl 0,015 M 0,15M 0,015 M 0,15M
Lysin, U.p Y4 V] V] X
[1-15 mM] ) @ @ @ @
Arginin, «
[1-15 mM] cp V] V] Vv V]
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Acidobazické a konduktometrickeé titrace

Acidobazickymi titracemi byl sledovan prubéh zavislosti pH a vodivosti na zvysujici se
koncentraci aminokyseliny. Pomoci méfeni pH a vodivosti je mozné uréit jednak pfitomnost
interakci mezi HA a protonizovanymi aminokyselinami a také do ur¢ité miry i velikosti téchto
interakci. Jejich méfenim v podstaté zjistujeme, zda kladné naboje aminoskupiny interaguji
se zaporn¢ nabitymi karboxylovymi skupinami hyaluronanu.

Dochéazi-li k témto interakcim, v systému hyaluronan-aminokyselina, nastavé zvyseni pH
oproti  systtmu voda-aminokyselina v dusledku navazani kyselych aminoskupin
na karboxylové a v roztoku se snizuje pocet kladn¢ nabitych ¢astic.

Celkovy trend pH pii titracich aminokyseliny do vody i hyaluronanu je klesajici. U uplné
protonizovaného lysinu se tento trend dé ocekavat, protoze Gplnou protonizaci aminokyseliny
se zménilo pH pod hodnotu hyaluronanu. Klesajici prubéh je vsak znatelny i u ¢astecné
protonizovanych aminokyselin. Tyto rozdily v pH jsou nejvice pozorovatelné pii nizkych
koncentracich aminokyseliny v roztoku. To dokazuje vznik interakci, nebot’ titraci
aminokyseliny do roztoku hyaluronanu se zaporny naboj hydroxylovych skupin eliminuje
navazanim kladné aminoskupiny.

6

CLys/Cha

+bezHA  +110-130 kDaHA  « 1500-1750 kDa HA

Obrézek 12: Z&vislost pH na %pro Uiplné protonizovany lysin v prostiedi 0,015 mol-dm™ NaCl.
HA

M¢érma vodivost v roztocich sroustouci koncentraci aminokyseliny linearné roste,
pro systém s HA byly vsak ziskany vys$si hodnoty oproti naméfenym hodnotam pro systém
aminokyseliny bez HA.

4.1.1 Vliv zvy3eni koncetrace elektrolytu na 0,015 mol -dm™ a 0,15 mol -dm™

Jednim z cilt bakalatské prace bylo zjistit, zda je systém hyaluronan-aminokyselina odolny
vucéi iontové sile, ktera se nachazi v krevnim fecisti.
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Dle obrazkt 13a14 vsystémech bez piidavku NaCl relativni vodivost s rostouci
koncentraci aminokyseliny klesa. Zvysenim iontové sily v roztoku vsak jiz klesajici trend
U éaste¢né protonizovaného lysinu a argininu neni takika patrny. V roztocich
bez nizkomolekularniho elektrolytu jsou karboxylové skupiny schopny interagovat
S protonizovanou aminokyselinou. Zvysi-li se iontova sila v roztoku, dochazi k odstinéni
vnitinich odpudivych sil v hydrodynamickych doménéch, néboj karboxylovych skupin se
snizi v disledku interakce makromolekuly sionty elektrolytu a HA jiz neposkytuje volné
karboxylové skupiny pro interakci s protonizovanou aminokyselinou.

8

Krel
N
1

Carg/CHa

e bez NaCl, 110-130 kDa HA e bez NaCl, 1500-1750 kDa HA
40,015 M NaCl, 110-130 kDa HA 4 0,015 M NacCl, 1500-1750 kDa HA
0,15 M NaCl, 110-130 kba HA 0,15 M NaCl, 1500-1750 kDa HA

, ;- . , . . C4r v v . ’ P
Obréazek 13: Zavislost relativni vodivosti na # pro castecné protonizovany arginin.
HA
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Vylou¢ime-li vSak z grafu koncentra¢ni fadu lysinu a argininu bez elektrolytu, 1ze opét
pozorovat mirné& klesajici trend za pouZiti 0,015 mol-dm™ NaCl, u ¢4steéné protonizovaného
lysinu na obrazku 16 je tento mirn& klesajici pribeh znatelny i za pouziti 0,15 mol-dm™ NaCl.
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Obrazek 15: Zavislost relativni vodivosti na % pro cdstecné protonizovany arginin.
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Obrazek 16: Zavislost relativni vodivosti na % pro castecné protonizovany lysin.
HA

Dlkazem, Ze zvySujici se iontovd sila potlacuje interakce mezi pronizovanymi
aminokyselinami a hyaluronanem, je pokles strmosti kiivek, pfipadné jejich linearizace.

Zatimco Casteéné protonizované aminokyseliny interaguji se zvySujici se iontovou silou
velice slabé, Gplné protonizovany lysin interaguje velice zietelné i za zvySené iontové sily,
konkrétng pii koncentraci NaCl 0,015 mol-dm®, Pk této koncentraci elektrolytu jsou
interakce nejlépe pozorovatelné pii nizkych koncentracich Upln€ protonizovaného lysinu.
Dal§im zvySenim koncentrace NaCl na 0,15 mol-dm™ se pribéh relativni vodivosti i
pro riiznou molekulovou hmotnost HA. Uplné protonizovany lysin s nizkomolekularnim
hyaluronanem pii svych nizkych koncentracich hodnoty relativnich vodivosti zvySuje,
s vysokomolekularnim  hyaluronanem ma vSak mimgj§i aklesajici pribsh. Uplng
protonizovany lysin mtize tedy v systému s HA i pii vyssi iontové sile interagovat. Uplnou
protonizaci aminokyseliny byl posilen kladny né&boj aminoskupiny mnohem vice nez
protonizaci ¢astecnou. U ¢astecné protonizace je mozné, Ze ne vSechny aminoskupiny byly
pfidanym mnoZstvim HCI protonizovéany. Pfi uplné protonizaci je sice pfitomen nadmérny
pocet chloridovych iontd, pro interakci s HA pfi zvySené iontové sile v roztoku ma vsak vetsi
mnozstvi HCI pro Uplnou protonizaci pfiznivy dopad.
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Obrazek 17: Zavislost relativni vodivosti na %pro uplné protonizovany lysin.
HA

Vysledky ziskané méfenim pH dle piilohy 1 potvrzuje schopnost uplné protonizovaného
lysinu interagovat s nizkomolekulovym HA i pii koncentraci NaCl 0,15 mol-dm™,

Konduktometrickymi vysledky nelze interakce aminokyselin s HA pii vyssi koncentraci
elektrolytu zcela prokazat. Hodnoty mérnych vodivosti, at’ uz v pfitomnosti HA nebo ne, jsou
ptilis vysoke a interakce tak nejsou dobie zaznamenatelné.

4.1.2 Vliv ¢astecné a aplné protonizace lysinu

Méfenim pH ivodivosti jsme ziskali u uplné protonizovaného lysinu markantnéjsich
sklonit v titracnich kiivkach. Vysledky pH ivodivosti vyrazné prokazuji, ze uplné
protonizovany lysin 1épe interaguje nez Castecné protonizovany lysin. Potvrzuje se to vétsi
strmosti vysledkl u Gplné protonizovaneho lysinu. Jak jiz bylo vySe diskutovano, u tplné
protonizovaného lysinu je zajiSténa protonizace vSech aminoskupin. Protonizované
aminoskupiny si konkuruji se sodnym iontem elektrolytu v navazani na karboxylovou
skupinu, z toho vyplyva, Ze ¢im vice se protonizovanych molekul aminokyseliny v roztoku
nachazi, tim je pravdépodobnéjsi jejich kontakt a nasledné interakce s karboxylovymi
skupinami na HA fetézci. Celkem podstatnym otaznikem v této problematice je, do jaké miry
ovlivituje vysledky pfitomnost nadbytecné HCI, pfestoze bylo pfidano piedem vypocitané
mnozvstvi z titranich kiivek ziskanych z ptfedchozich bakalafskych praci. Ptitomnost
chlorida v roztoku muze zkreslovat vysledky relativnich vodivosti i pH.
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4.1.3 Vliv pouziti argininu a lysinu a vliv molekulové hmotnosti HA

V porovnavani existence interakci systému s ¢aste¢né protonizovanym argininem
se systémem s ¢asteéné protonizovanym lysinem musime brat zfetel, ze arginin je vyznacny
guanidinovou skupinou, ktera zptisobuje jeho silnou polaritu. Guanidinova skupina je tvofena
dvémi aminoskupinami a jednou iminoskupinou a kazda tato skupina je schopna nést tak jako
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aminoskupina lysinu kladny naboj, pokud se nachdzi v prostfedi o pH niz$im, neZ je
izoelektricky bod argininu. Pfiinterakcich argininu s HA miZze guanidinova skupina
po navazani na karboxylovou stericky branit navazani dal$i molekuly na fetézec, je tedy
mozné, Ze ne vSechny karboxylové skupiny se zapornym nabojem maji prostor k interakci
sargininem. Z davodu vétsi bazicity argininu je kladny naboj na guanidinové skupiné
stabilngjsi nez u lysinu v prostfedi o hodnot¢ pH nachézejici se v roztoku HA. Dalsim
dodanim ionti z HCI pfi protonizaci se jiz kladny naboj nemusi vice stabilizovat, tak jako
u lysinu aionty mizou zistavat volné v roztoku. Pii porovnavani vysledku titraci ¢aste¢né
protonizovaného lysinu a argininu jsme ziskali nésledujici vysledky.

V prostiedi bez elektrolytu neni v zavislosti relativni vodivosti pozorovatelny zadny rozdil
mezi CasteCné protonizovanym lysinem a argininem. Na grafu zavislosti relativniho pH
pro stejny systém v pfiloze 2 jiz mlzeme pozorovat veEtSi sklon pii titraci Casteéné
protonizovaného lysinu. Pfedpoklad, Ze lysin interaguje S HA vyraznéji nez arginin,
se potvrzuje také naobrazku21. Je-li zvySena iontova sila nakoncentraci elektrolytu
0,15 mol-dm™, interakce u ¢4stecn& protonizovaného argininu nejsou jiz vubec patrné, naproti
tomu lysin interaguje v tomto prostiedi zietelné.

Molekulova hmotnost HA v zasadé nema pro interakce aminokyseliny zadny vliv, coz je
patrné témét u vSech vyhodnocenych graf.
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Obrézek 20: Zavislost relativni vodivosti na ~ = pro castecné protonizovany lysin a arginin
HA

Vv prostiedi bez NaCl.
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Obréazek 21: Zavislost relativni vodivosti na c:ﬂ pro Cdstecné protonizovany lysin a arginin
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V prostredi 0,15 mol-dm™ NaCl.

4.2 Vysledky z méfeni DLS

Me¢ieni DLS bylo provadéno u koncentracnich tad ¢asteéné protonizovaného lysinu, tplné
protonizovaného lysinu a ¢aste¢né protonizovaného argininu. Byly sledovany interakce
aminokyselin v prostiedi nizkomolekularniho a vysokomolekularniho hyaluronanu a vliv
iontové sily natento systém, vliv ¢aste¢né a Uplné protonizace aminokyseliny a rozdilnost
vysledktli pfi pouziti lysinu nebo argininu pro vznik interakci. Z ekonomickych divodii byly
také porovnavany vysledky vzorki piefiltrovanych ptes filtr Millex o velikosti pord 0,22 pm
a 0,45 um.

Vysledky DLS jsou casto vyjadieny Z-primérem. Ponévadz vypocet Z-priméru je
matematicky stabilni a vysledek Z-priméru neni citlivy na Sum, stal se vhodnym parametrem
pro velikost DLS. Metodou DLS se analyzuje fluktuace intenzity svétla rozptyleného
¢asticemi. Dochazi ke zméné frekvence rozptyleného zatreni dle pohybu &astic od detektoru.
Z-prumér je vyjadien jako harmonicky prumér intenzity tohoto roztyleného svétla. ZvySuje-li
se velikost Castic, umérné se také zvysSuje Z-primér. Prestoze se jednd pouze o primérnou
hodnotu, parametr Z-primér poskytuje spolehlivé Udaje o primémé velikosti a distribuci
velikosti Castic, lze jej snadno méfit, aproto se stal pfijatelnou normou pro prezentaci
vysledkd pro zménu velikosti ¢astic v méfeni DLS.

V predeslych bakalaiskych pracich bylo zjisténo, ze velikost ¢astic v roztoku
nizkomolekulového HA roste se zvétSujici se koncentraci protonizovaného lysinu [52].
Po proméfeni vSech pfipravenych vzorktl v ramci této bakalaiské prace lze tyto vysledky
¢astené potvrdit. S ptidavkem aminokyseliny do systému je ve vétsiné ptipadi patrny
rostouci trend, ktery vSak u nékterych vzorkd po dosazeni ur€ité koncentrace aminokyseliny
dosahne svého maxima apo dalsim zvétSovani koncentrace aminokyseliny dochazi
ke zmenseni Z-praméru.
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Obréazek 22: Namérené hodnoty Z-priiméru v Zavislosti na V systému cdste¢né
protonizovaného lysinu s 110-130 HA a 0,015 mol dm NaCl.

Zetasizer Nano je schopen mimo jiné vyhodnotit idalsi parametry velikosti castic.
Proméfovanim roztoktt HA byly zjistény vzdy dva piky, u vysokomolekulové HA se Casto
vytvarel i tieti pik. Plocha piku | se pohybovala v rozmezi 50-100 %, druhy pik byl méné

dominantni.
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Obrazek 23: Namérené hodnoty velikosti intenzity u obou pikii v zavislosti na =22 y systému
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cdstecné protonizovaného lysinu s 110-130 HA a 0,015 mol-dm™ NaCl.
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Obréazek 24: Namerené hodnoty ploch u obou pikii v zavislosti na % V systému cdstecné
A
protonizovaného lysinu s 110-130 HA a 0,015 mol-dm™ NaCl.

Roztok kyseliny hyaluronové je polydisperzni systém a tvoii jej pfevazné Ccastice
0 poloméru cca 20-30 nm.
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Obréazek 25: Nameérené hodnoty intenzity pikii v zavislosti na velikosti cdstic V systému cdstecné
protonizovaného lysinu s 110-130 HA a 0,015 mol-dm? NaCl, pro koncentrace cdstecné
protonizovaného lysinu 1, 5 a 15 mol-dm™,

Zména velikosti ¢astic zvySenim iontové sily v systétmu hyaluronan-aminokyselina neni

u nizkomolekulové HA piilis znatelny. Pro koncentraci 0,15 mol-dm™ a 0,015 mol-dm™ NaCl

byly naméfeny podobné hodnoty. VIliv iontové sily se vyraznéji projevil v systému

s vysokomolekulovym hyaluronanem, kdy zvySeni iontové sily mélo za nasledek zmenSeni
velikosti ¢astic.
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Obréazek 26: Namérené hodnoty Z-priiméru v Zavislosti na % V systému cdstecné
HA

protonizovaného lysinu.

Déle byl sledovan vliv protonizace na velikost ¢astic. U nizkomolekulového HA neni
rozdil v protonizaci znatelny. Odli$nost nastava v piipadé vysokomolekulového hyaluronanu,
kdy pro tplné protonizovany lysin byly naméfeny mensi velikosti Castic v roztoku nez
u ¢asten€ protonizovaného lysinu. PfiUplné protonizaci je sice vétsi koncentrace
chloridovych iontu, ale v pfipadé uplné protonizovaného lysinu je vétsi kladny naboj, ktery by
meél vést k lepsi elektrostatické interakci. Pro arginin vliv protonizace nelze posoudit, protoze
koncentra¢ni fady Upln€ protonizovaného argininu nebyly vradmci bakalaiské pace
proméfeny.
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Obréazek 27: Namérené hodnoty Z-priiméru v Zavislosti na .
HA

NaCl.

Pfi pouziti c¢astecné protonizovan¢ho argininu je velikost CcCastic oproti Castecné
protonizovanému lysinu mens$i. Porovnanim vysledka ziskanych titracemi je tedy potrvrzena
domnénka vyraznéjSich elektrostatickych interakci ¢asteéné protonizovaného lysinu s HA nez
¢aste¢né protonizovaného argininu. Zmeéna velikosti ¢astic je opét 1épe znatelna v systémech
s vysokomolekulovym hyaluronanem.
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Obréazek 28: Namérené hodnoty Z-priiméru v zavislosti na

Poslednim srovnavacim kriteriem byl vliv pouziti filtru pfi pfipravé vzorkil na meéteni.
Porovnanim hodnot ziskanych pro stejny systém, avSak s filtraci ptes 0,45 pm a 0,22 pum filtr
neni viditelnd Zadna markantni zmeéna, viz pfilohy 3 a 4. Pfedpoklad pro ziskani piesnéjSich
hodnot pti pouziti filtru s mensimi pory se tedy nepotvrdil.

Po vyhodnoceni dat se ve vSech proméfenych koncentraénich fadach vyskytovaly vysoké
hodnoty smérodatné odchylky, proto vysledky neni moZno povaZovat za pfili§ objektivni.
Pro studium interakci byl pouzit hyaluronan s molekulovou hmotnosti 110-130 kDa a 1500—
1750 kDa. Piestoze se nejedna o velkou polydisperzitu v intervalu molekulovych hmotnosti,
lze usoudit, Ze nepravidelny trend pii vyhodnocovani velikosti ¢astic mohl byt Castecné
zpusoben touto  polydisperzitou, kterd je unizkomolekulového HA 20 kDa
a u vysokomolekulového HA 250 kDa. Céstice v roztoku se neustale s &asem posunuiji
do v8ech smérti, coz je principem piistroje pro méteni velikosti ¢astic. Tento pohyb tedy
zpusobuje, ze V daném okamziku je méfena a vyhodnocovana jina ¢astice nez v okamziku
nasledujicim. Lisi-li se molekulové hmotnosti 0 20 kDa, odpovida to 17 % z celkové hodnoty.
Rozdil molekulovych hmotnosti tedy mohl zpusobit irozdil v namétenych hodnotach
velikosti ¢astic. Systém ¢astecné a uplné protonizovaného lysinu s nizkomolekulovym HA byl
promé&fovan 6 krat pres filtr 0,45 um a 6 krat ptes filtr 0,22 um. | kdyz byl jeden systém
prométen 12 krat, vysledné hodnoty se mnohdy neshodovaly. Chybu experimentatora Ize
castecné vyloucit, protoze proméienych koncentracnich fad bylo vicero a odliSnosti
ve velikosti ¢astic se nachazely u vSech. Odlisnosti ve vysledcich mohly byt také zptisobeny
opakovanym pouzivanim filtrti po regeneraci.
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Pouziti metody dynamického rozptylu svétla se ve vysledku nejevi jako vhodné. Vzorek
hyaluronanu a aminokyseliny je polydisperzni systém a pii pouziti vyssi iontové sily piistroj
neni schopen data spravné vyhodnotit.
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5 ZAVER
Systém nizkomolekularniho a vysokomolekularniho HA s protonizovanymi amfifilnimi

aminokyselinami byl studovan v prostiedi rtzné iontové sily. Ke studiu byly pouzity
elektroanalytické metody a dynamicky rozptyl svétla.

vvvvvv

Vyhodnocenim konduktometrickych vysledkd interakce nejvyrazngji probihaly v prostiedi
bez elektrolytu. Pfi zvySeni koncentrace NaCl na 0,015 mol-dm™ se interakce vyskytuji
za pouziti vSech protonizovanych aminokyselin, tj. Caste¢né a uplné protonizovaného lysinu
a Castend protonizovaného argininu. Zvysenim koncentrace NaCl na 0,15 mol-dm™ byly
interakce nejlépe prukazné pro uplné protonizovany lysin, v Systému S ¢astecné
protonizovanym lysinem byl trend méné patrny a ¢aste€né protonizovany arginin jiz pii takto
vysoké koncentraci elektrolytu neinteragoval viibec.

Vysledky pH a relativni vodivosti ukazuji, ze systém HA s Gplné protonizovanym lysinem
je stabilngjsi a odoln¢jsi vici iontové sile nez s Casteéné protonizovanym lysinem. Kiivky
U uplné protonizované¢ho lysinu se vyrazn€ méni s jeho ptidavkem do systému, obzvlaste
pti nizkych koncentracich.

Promé&fovanim roztokli HA s ¢aste¢né protonizovanym argininem byly elektrostaticke
interakce prokézany pro prostfedi bez NaCl as koncentraci elektrolytu 0,015 mol-dm,
nebylo vSak dosazeno tak dominantnich vysledkl jako u ¢aste¢né protonizovaného lysinu.
Kombinaci vysledk méreni DLS, konduktivity a pH 1ze konstatovat, ze lysin je pro interakce
s HA vhodnéjsi modifikacni slouceninou nez arginin.

Vliv molekulové hmotnosti HA pro interakce s aminokyselinami konduktometrickymi
a acidobazickymi  titracemi nebyl prokdzdn. V méfeni DLS vSak poskytoval
vysokomolekularni HA zfeteln&jsi vysledky, které se shodovaly s vysledky ziskanych
Z titraci.

Stejné jako vliv molekulové hmotnosti, nebyl patrny vliv pouziti filtru pti ptipravé vzorka
na méfeni. Vysledné hodnoty pro filtr 0,22 um a 0,45 um se pohybovaly v témét shodném
rozmezi.

Mgéienim pH byly spiSe ovéfovany vysledky ziskané méfenim konduktivity. Metoda DLS
poskytovala vysledky svelkymi smérodatnymi odchylkami. Pro lep$i prikaznost
a reprodukovatelnost by bylo vhodné celé méfeni DLS zopakovat. V piipadé dosaZeni
obdobnych vysledku by se tato metoda ukazala pro sledovani nami zkoumanych interakci
jako vhodna. Z pouzitych metod 1ze povazovat za nejprikaznéjsi konduktometrické vysledky.
Pfestoze mé iontova sila zna¢ny vliv na konduktivitu, interakce byly pomérné dobte patrné.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

HA Hyaluronan, kyselina hyaluronova

Arg Arginin

Lys Lysin

CD44 Receptor, na ktery se vaze kyselina hyaluronova
DLS Dynamicky rozptyl svétla

Da Dalton — jednotka molekulové hmotnosti (1 Da = 1,66-10%" kg)
r,R Polomér, [m]

&r Relativni permitivita

€0 Permitivita vakua = 8,854 18-10™2 C*.J.m™

Q Elektricky néboj, [C]

T Ludolfovo cislo

K Konduktivita, m&ra vodivost, [S-cm™]

G Vodivost, [S]

U Napéti, [V]

I Elektricky proud, [A], intenzita nepolarizovaného zafeni, [W-m]
c Koncentrace, [mol-dm™]

E Elektricky potencial, [V]

A Plocha, [m?]

v Rychlost, [m-s™]

Fe Elektricka sila, [N]

T Termodynamicka teplota [K]

pK Disocia¢ni konstanta

S Plocha elektrod, [m?]

L Vzdalenost elektrod, [m]

0 Konstanta vodivostni nadobky, [cm™]

1o Viskozita disperzniho prostiedi, [Pa-s]

ks Boltzmannova konstanta = 1,380 648 8-10%)-K™*
R Univerzalni plynové konstanta = 8,314 462 1 J-K™*-mol™
F Faradayova konstanta = 96 485, 336 5 C-mol™

D Diftzni koeficient, [m?-s™]

Krel Relativni mérna vodivost

PHel Relativni pH

t Teplota, [°C]

oW Hydrodynamicky priamér kulovité ¢astice, [m]

p Hustota, [kg-m™]

Elektricky odpor, [Q]

Polarizovatelnost &astice, [C-m?- V]
Qn Kritické hodnoty pro Dean-Dixonuv test
o Smeérodatna odchylka



8 PRILOHY

1.3

0-9 T T T T
0 2 4 6 8 10
CLys/CHa

e bez NaCl, 110-130 kDa HA e bez NaCl, 1500-1750 kDa HA

40,015 M NacCl, 110-130 kba HA 4 0,015 M NacCl, 1500-1750 kDa HA

+ 0,15 M NaCl, 110-130 kDa HA 0,15 M NacCl, 1500-1750 kDa HA

Priloha 1: Zavislost relativniho pH na ZLy > pro uplné protonizovany lysin.
HA
14
A i
13 J M
4 M
1.2 M«“@“
Y
114w
I
0.9 ~
0.8 A
0-7 T T T T
0 2 4 6 8 10
Camk/Cha
+ Lysin, 110-130 kDa HA Lysin, 1500-1750 kDa HA
a Arginin, 110-130 kDa Ha 4 Arginin, 1500-1750 kDa HA
Priloha 2: Z&vislost relativniho pH na c:ﬂ pro cdstecné protonizovany lysin a arginin v prostredi
HA
bez NaCl.
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120

100 A %

Z-primér, [nm]
(o]
o

N
o
1

CLys/Cha

x Filtr s pory 0,45 um % Filtr s péry 0,22 um

Priloha 3: Namérené hodnoty Z-pruméru cdstecné protonizovaného lysinu s HA 110-130 kDa
v zavislosti na ‘;Li pFi koncentraci 0,15 mol-dm™ NaCl.
HA

200
180 -
160 -
140 -

Z-pramér
[e0)
o
1

CLys/Cha
% Filtr s pory 0,45 um % Filtr s pory 0,22 um

Priloha 4: Namérené hodnoty Z-priméru uplné protonizovaného lysinu s HA 110-130 kDa

;- . c .. . _
v zavislosti na % pFi koncentraci 0,015 mol-dm™ NaCl.
HA
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Castecné protonizovany

Uplné protonizovany lysin

Céstecné protonizovany

Camr/Cha lysin arginin
0,015 M 0,15 M 0,015 M 0,15 M 0,015 M 0,15 M
0,366 24,3 35,4 31,1 60,7 22,4 28,4
0,640 32,1 40,4 29,1 43,8 393,6 33,1
0,822 34,3 34,2 25,3 38,0 483,1 30,4
1,279 34,7 42,6 32,2 40,9 27,9 29,8
2,102 33,5 36,3 42,5 40,4 24,2 39,9
2,924 25,0 27,8 35,9 85,7 3115 45,6
4,203 32,5 38,0 133,6 47,8 32,8 32,6
6,214 20,9 42,3 35,1 88,2 1319 34,8

Priloha 5: Nameérené hodnoty Z-priméru [nm] v zavislosti na Cfﬂ pro HA 110-130 kDa v riznych
HA

prostredich.

Castecné protonizovany

Uplné protonizovany lysin

Castecné protonizovany

Camk/CHa lysin arginin

0,015 M 0,15 M 0,015 M 0,15 M 0,015 M 0,15 M
0,366 11251 288,7 58,4 - 636,7 212,7
0,640 141,2 299,1 73,6 - 519,6 49,4
0,822 1147,0 422,2 80,3 - 728,7 163,9
1,279 32,9 344,8 104,0 - 1027,3 54,7
2,102 33,8 456,5 109,2 - 602,8 193,8
2,924 963,3 467,0 103,7 - 908,4 48,9
4,203 1294,7 449,2 101,9 - 475,5 93,1
6,214 1118,6 408,5 167,8 - 754,2 282,9

Priloha 6: Naméiené hodnoty Z-priméru [nm] v zvislosti na 2K pro HA 1500-1750 kDa

Vv riiznych prostredich.

CHA
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