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ABSTRAKT

Kyselina hyaluronova HA je biopolymer slozeny z opakujicich se disacharidovych jednotek
kyseliny D-glukoronové a N-acetyl-D-glukosaminu. Mezi jeji dtlezité vlastnosti patii spo-
luprace s membranovymi proteiny a fizeni transportu tekutin v organismu. Své uplatnéni
nachazi v mnoha oblastech, jako napt. v medicinském, farmaceutickém nebo kosmetickém
pramyslu. Pii pouziti Cist¢ HA dochazi k jeji degradaci a znecisténi riznymi mikroorga-
nismy. Pfidavkem konzervacnich latek je mozné degradaci potlacit. Tyto konzervacéni latky
zabranuji degradaci, ale zaroven zpisobuji zménu ve struktute HA. Tyto zmény ve struktuie
je mozné redukovat pridavkem ionti Hofmeisterovy fady. Tato bakalaiska prace se zabyva
vlivem iontl Hofmeisterovy fady na makromolekularni klubka hyaluronanu ve vodném roz-

toku.

Klic¢ova slova: Kyselina Hyaluronova, Hofmeisterova fada iontt

ABSTRACT

Hyaluronic acid HA is a biopolymer which consists of repeated disaccharide subunits of D-
glucuronic acid and D-N-acetylglucosamine. Important functions of HA include the coope-
ration with membrane proteins and the control of fluid transport in the organism. It is applied
in many fields such as medical, pharmaceutical and cosmetic industry. The pure HA is du-
ring its use contaminated and degraded by various microorganisms, which can be prevented
by adding conservants. However, these substances alter the acid‘s structure. It is possible to
limit these structural changes by adding ions of the Hofmeister series. This bachelor thesis
is aimed to examine the influence of these ions on macromolecular hyaluronan coils in the

agueous solution.

Keywords: Hyaluronic acid, Hofmeister serie
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UvVOD

Kyselina hyaluronova je polymer, ktery se fadi do skupiny glykosaminoglykant. V jeji
struktuie se opakuji disacharidové jednotky v poméru 1:1. Kazda disacharidovéa jednotka je
slozena z kyseliny D-glukoronové a N-acetyl-D-glukosaminu. Na fetézci HA se vyskytuji
polarni a nepolarni ¢asti. Dusledkem toho je skute¢nost, ze molekula HA vytvafi v roztoku
statisticka klubka, jejichZ tuhost je dana ptitomnosti vodikovych vazeb. Tuhost polymernich
klubek HA ma za nasledek skutecnost, Ze jsou tyto klubka schopné v sobé udrzet obrovské
mnozstvi vody, a to az tisicinasobek své hmotnosti, proto ma HA hydrata¢ni uc¢inky. Mole-
kulova hmotnost HA se 1isi tim, z jakého zdroje byla ziskana, a také jakym zptsobem. Po-
hybuje se okolo statisici az n¢kolika miliond Daltontl, nicméné nejcastéjsi velikost je mezi
dvéma az péti miliony Daltony. Jedna disacharidova jednotka miize mit molekulovou hmot-
nost kolem ctyti sta Daltontl. V roztocich, ve kterych je HA obsazena o vysokych koncen-
tracich nebo vy$si molarni hmotnosti, je mozné pozorovat extrémné¢ vysokou zavislost Vvis-
kozity na smykové rychlosti. Se zvySujici se koncentraci HA v roztoku nebo pifi rostouci

molarni hmotnosti této kyseliny pifechdzi HA z newtonského na nenewtonské.

Kyselina hyaluronova v ¢istém stavu degraduje, a je velmi brzy znecisténa riznymi mikro-
organismy. Tato degradace muze byt potlacena piidavkem konzervacnich latek, mezi které
patii napf. benzalkonium chlorid, ktery je antibakteridlni a pisobi proti plisnim. Nicméné
tyto latky zplisobuji zménu struktury HA. Pfidavkem iontlh Hofmeisterovy fady budou tyto

zmény potlaceny.

Cilem této bakalatské prace je popsat vzajemnou interakci mezi ionty Hofmeisterovy fady a
kyselinou hyaluronovou. Chovani hyaluronovych klubek mize byt popsano pomoci difuz-

niho procesu botnani, nebo z pohledu viskozimetrie, popt. méfenim povrchového napéti.
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1 KYSELINA HYALURONOVA

1.1 Historie

V roce 1934 Karl Mayer a John Palmer izolovali z o¢niho sklivce hovéziho dobytku dosud
neznamou latku, kterou dnes zname jako kyselinu hyaluronovou. Nazev kyselina hyaluron-
ova se sklada ze dvou slov, z fec. hyalos (= sklo) a z angl. uronic acid (= uronova kyselina).
Neznamou byla z toho divodu, Ze na rozdil od jinych glykosaminoglykanti (napt. heparin)
se v jeji struktute nenachézel zadny sulfoester, celkova délka jejiho fetézce je vEtsi a nevaze

se na proteinové jadro.

V roce 1950 byla Karlem Mayerem podrobné popséna chemické struktura kyseliny hyalu-
ronové. Diky tomu se zjistilo, ze se tato latka v organismu vyskytuje nejcastéji jako sodna,
popf. jina sul této kyseliny, je zndma spiSe jako hyaluronan nebo hyaluronat. V roce 1986
byl zasluhou E. Balazse termin hyaluronan zafazen do mezinarodniho nazvoslovi sacharida.
Kyselina hyaluronova se piivodné ziskdvala z kohoutich hiebinkii nebo pupecni siitiry. Takto
ziskana HA méla vysokou molarni hmotnost. Diky tomu byla vynalozena velka snaha o to,
aby se HA ziskavala pramyslové. Toto primyslové ziskavani se provadélo tak, Ze se zmra-
zily kohouti hiebinky nebo pupecni $fitira. Poté byla odstranéna jejich bunééna sténa, ve
které se HA nachazi. Dale probéhla extrakce vodou a HA byla nakonec vysrazena organic-

kymi rozpoustédly (napf. etanolem).

V soucasné dobé se HA stale ziskava z kohoutich hiebinkt nebo z lidské pupecni sitry,
avSak nejCast€ji se zhotovuje pomoci biotechnologické vyroby. Provadi se fermentaci bak-
terie Streptococcus zoopidemicus nebo Streptococcus equi. Tyto bakterie maji na svém
obalu kyselinu hyaluronovou, ktera je velmi ¢ista. Molarni hmotnost HA z bakterie Strepto-

coccus equi je nizsi, nez kdyz je ziskana kvasenim Streptococcus zoopidemicus [1-4].

V Ceské republice se kyselina hyaluronové vyrabi ve firmé Contipro Biotech s.r.0. v Dolni
Dobrouc¢i [5].

1.2 Vlastnosti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je nesulfatovany glykosaminoglykan. Je dilezitou soucasti mezibu-
nééné hmoty pojivové tkdn€. Nejvice se nachazi ve vazbé se sodikem (hyaluronét sodny).
Lidské té€lo o hmotnosti 70 kg obsahuje zhruba 15 g HA, ptficemz dochazi k jejimu neusta-

1ému obnovovani v téle.
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Aktivné se ucastni imunologickych procesi jako signalni molekula, zarovenn mé vliv na po-
hyb a pfilnavost bun€k pii jejich mnozeni a diferenciaci do jednotlivych typl, vzhledem

K jejich pfislusnému funkénimu uplatnéni. Ma dobré viskoelastické vlastnosti.

Diky své chemické struktuie ma schopnost na sebe vazat vodu, mtize tedy dobie hydratovat
tkané [6]. Zhruba 50% celkového obsahu HA v lidském téle se nachazi v pokozce, ktera je
diky tomu dostatecné hydratovana. Pfispiva k optimalni organizaci pojivové tkan¢ v misté

poranéni, ¢imz urychli proces hojeni az o 70%. Podporuje tvorbu kolagenu [7].

Kyselina hyaluronova je pfirodnim antioxidantem. V naSem téle probihaji riizné chemické
reakce, diky kterym vznikaji volné radikaly. Volné radikaly jsou elektricky nabité ionty,
které zptisobuji nerovnovahu pii symbidze bunc¢k. Timto mohou vyvolat napt. rakovino-

tvorné bujeni. HA jakozto antioxidant, poméha v boji pfi zhaseni radikald.

Spole¢né s kolagenem vytvaieji kombinaci, ktera pomaha pii 16¢bé tkani, poskozené a star-
nouci pokozky. Podili se na ochrané kiize pred vnéjsSimi vlivy. Zpisobuje pevnost a pruznost
pokozky. Zabrafnuje vzniku strii, jizev a vrasek, je schopna odstranit i starSi, vyrazné;si
vrasky. Urychluje hojeni popélenin. ZlepSuje prichodnost mazovych Z14z. M4 dobré lubri-

kaéni vlastnosti, kterymi tlumi narazy a zabranuje tfeni mezi klouby [8].
Existuje nékolik typi receptort, které jsou v bunéénych membranach specifickych pro HA:

e CD44

e RHAMM (HA receptor, ktery zajistuje bunécny pohyb)

e LYVE-1 (HA receptor, ktery se nachazi na endotelu lymfatickych cév)
e HARE (HA receptor zajist'ujici endocytozu)

e Layilin

e Toll-like receptor 4 (TLR4)

Zatim mezi nejlépe popsané patii CD44 a RHAMM. Predpoklada se, Ze ovliviiuji migraci

nadorovych a zanétlivych bun¢k. Maji vliv na jejich proliferaci, adhezivitu a invazivitu [6].

1.2.1 CD44

Jedna se transmembranovy glykoprotein, na ktery se vaze HA. Vyskytuje se na leukocytech,
endotelu, parenchymovych a epitelidlnich bunikach. Existuje minimaln€ 17 jeho izoforem.

CD44 ma dv¢ dulezité funkce, slouzi jako receptor pro HA, a také jako zprostiedkovatel
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vyzravani, adheze a prestupu aktivovanych T-lymfocytl z krevniho fec¢isté do mista zanétu.

Koordinuje signaly pro bunécéné prezivani a smrt.

V misté, kde vznikne infekce, poranéni, nebo zanét dochazi k uvolnéni cytokinti, diky kte-
rym se HA uvolni také na povrchu endotelialnich buné¢k pfilehlych cév. K t€émto cévam je

HA ptichycena pomoci CD44 [6].

1.2.2 RHAMM

Na rozdil od CD44 se nejednd o transmembranovy protein. Na membranu je napojen zvenci,
proto muze dobfe interagovat s pfitomnymi glykosaminoglykany. Urychluje G2 a M fazi

bunééného cyklu. Podporuje tvorbu novych cév [6].

1.3 Struktura kyseliny hyaluronové

HA je mukopolysacharid, linearni glykosaminoglykan, ve kterém se opakuji disacharidové
jednotky v poméru 1:1. Kazda disacharidova jednotka se sklada z uronové kyseliny a ami-
nocukru. Uronovou kyselinou je 8 (1,3)-D-glukoronova kyselina a aminocukrem je B (1,4)-
N-acetyl- D-glukosamin, jsou mezi sebou navzajem propojené glykosidickymi vazbami. Na
rozdil od ostatnich glykosaminoglykant, které se nachdzeji v mezibunééné hmoté (napf.

chondroitin nebo heparin), neobsahuje sulfatovou skupinu [6].

Velikost fetézcit HA se pohybuje od 0,2 do 10 MDa, nicmén¢ nejcastéjsi velikost je mezi
dvéma az péti MDa [6]. Opakujicich se disacharidovych jednotek mize byt v celé molekule
hyaluronanu az 10 000 i vice, pfi¢emz jedna disacharidova jednotka muze mit molekulovou
hmotnost kolem 400 Da. Primérna délka jednoho disacharidu je 1 nm, takze vysledna mo-
lekula hyaluronanu, skladajici se z az 10 000 disacharidovych jednotek, se mize protahnout

azna 10 pm [9].

Ve vodném prostiedi nebo za fyziologickych dochazi u HA k disociaci COOH skupin. V této

fazi mize na sebe navazat kationty (napt. Na*, K*, Ca?") za vzniku soli této kyseliny [3].

Monovalentni ionty mohou vytvaret vazby pouze s jednou skupinou COO", zatimco diva-
lentni se dvéma. V dusledku toho divalentni ionty vytvareji vétsi domény v ramci jednoho

fetézce [4].

Jednim z parametrti pro popis fetézce makromolekuly HA je zaporny logaritmus disociaéni
konstanty pK. Hodnoty pK vSech funk¢nich skupin v rdmci jednoho fetézce se navzajem

ovliviji [3].
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1.3.1 Molekulova hmotnost

Molekulova hmotnost HA je ovlivnéna tim, jakym zpisobem je HA ziskana, a také z jakého
je zdroje. Napf. z lidské pupeéni $iliry byla metodou rozptylu svétla zjisténa My az 3,4+ 10°
g'mol™?, zatimco z kohoutich hiebinkii metodou ultracentrifugace az 1,2 -10°g- mol 1.
Existuje mnoho technik méfeni pro zjisténi molarni hmotnosti. Napi. metodou rozptylu

svétla nebo osmometrii, metodou ultracentrifugace, nejcastejsi jsou vSak viskozimetricka

méfeni [3].

1.3.2 Struktura kyseliny hyaluronové v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je tuhost struktury HA déna chemickou strukturou disacharidu
(omezena rotace kolem interglykosidickych vazeb), vnitinimi vodikovymi vazbami a vza-

jemnou interakci hyaluronanu s rozpoustédlem.

Na fetézci HA se nachazeji COOH skupiny, které v roztoku disociuji. Diky tomu se HA ve
vodnych roztocich chova jako zaporné nabity polyelektrolyt. Je schopna na sebe vazat
kladné ionty nezavisle na jejich mocenstvi. Stupeni disociace ovliviiuje konformaci, tvar,
stupen hydratace i rozméry fetézce HA. Stupném disociace je mysleno, jaky pocet disocio-
vanych COOH skupin se na fetézci nachdzi. Stupen disociace zavisi na iontové sile, pH,
piitomnosti iontti s kladnym nabojem a na teploté. Hodnota pK HA ve vodném roztoku se
nachdzi v intervalu od 3,45 (pro Cistou vodu) do 2,95 (v 0,2 M NaCl). Hodnoty jsou zavislé

na koncentraci elektrolytu [3].

Primarni struktura kyseliny hyaluronové je tvotfena opakujicimi se disacharidovymi jednot-
kami B (1,3)-D-glukoronové kyseliny a B (1,4)-N-acetyl- D-glukosaminu, mezi sebou na-
vzajem propojenymi glykosidickymi vazbami B (1—3) a 8 (1—4), pficemz mezi kazdymi
sousedicimi disacharidovymi jednotkami jsou vodikové vazby. Pocet téchto jednotek na fe-

tézci HA mize byt 100 000 i vice [9-10].

CHoOH
¢
NH/——/O

\
C

Ha

Obrazek 1: Primdrni struktura kyseliny hyaluronové [3].
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Hydrofobni ¢ast molekuly je mozno urcit az v rdmci sekundérni struktury, kterd je podélné
tvofena vodikovymi atomy z osmi CH skupin, kter¢ se stfidaji po stranach molekuly. Sekun-
darni struktura je tvofena dvakrat stocenou Sroubovici (v ramci jedné tetrasacharidové jed-
notky), pfi¢emz kazda disacharidova jednotka je stocena vici tém ostatnim o 180°, tetrasa-

charidové jednotka sto¢ena celkoveé o 360° [10].

1.96nm

Obrazek 2: Sekunddrni struktura kyseliny hyaluronové. Modré kulicky oznacuji
N-acetylglukosamin. U casti 1 a 2 je moZné vidét dvakrdt stoceny retézec HA.

Cast 3 piedstavuje pohled podél dvakrit stoceného Fetézce [11].

Osové atomy vodiku ve struktufe HA predstavuji nepolarni a hydrofobni ¢ast, zatimco vné;jsi

Casti fetézce jsou polarni a hydrofilni. Stoceni fetézce je dano pfitomnosti vodikovych vazeb

[9].

CHj
o} c/
_ - ———HO OH =
COo HOH »C o N
o 2 NH
0
o OH
NH
HO OH_ _ / o-_. H o)
- ~H,0=—Cc 0
CHg HOH 5C

Obrazek 3: Sekunddrni struktura kyseliny hyaluronové, éarkovanou ¢arou jSOU zazna-

Ceny vodikové vazby [6].
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Obrazek 4. Polarni (Cervend barva) a nepolarni (modra barva) casti ietézce HA

[9].
Disledkem vyskytu polarni a nepolarni ¢asti na fetézci HA je skutecnost, ze molekula HA
vytvaii v roztoku statisticka klubka (obr. €. 5), jejichZ tuhost je ddna pfitomnosti vodikovych
vazeb. Diky této tuhosti miize uvniti svych klubek udrzet obrovské mnozstvi vody, a to az
tisicinasobek své hmotnosti [2-3, 9]. Statisticka klubka HA zaujimaji v roztoku velky objem,
nicméné opravdova hmotnost pro dany objem je velmi nizkd ~ 0,1% (hmotnost/objem).

Hodnota poméru hmotnosti a objemu bude klesat rostoucim zfedénim [9].

Obrazek 5:Fotografie z elektronového mikroskopu zndzorriujici vzajemné propleteni ie-

tézci kyseliny hyaluronové [9].

Hydrofobni ¢asti maji obrovsky vliv na chovani fetézciit HA ve vodném prostiedi. Dochazi
totiz k tomu, ze se hydrofobni molekuly ve vodé¢ shlukuji dohromady a zmensi se jejich
povrch. Tento mechanismus fidi tvar membran a prispiva ke stabilité napi. dvojité Sroubo-

vice DNA [11].

Tercialni struktura je stabilizovana mezimolekularnimi vazbami [6]. Retézce hyaluronanu
se dokazou spolu shlukovat, a vytvéret tzv. agregaty. Jejich vysledkem jsou rozsahlé hyalu-
ronove sité, tzv. matrice HA. Napoméha tomu spojovani hydrofobnich c¢asti fetézct. K to-

muto spojeni muze dojit jen mezi antiparalelnimi Fetézci, tzn., jsou stejné, ale protismérné
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orientované. Disledkem toho je, Ze co je mozné na jednom z fetézci, to je také mozné na
tom druhém, ktery je spojen k tomu prvnimu. Agregaty mohou rtst z obou stran.

Vzhledem k tomu, ze HA tvoii ve vodném roztoku zaporny polyelektrolyt, tak by se jednot-
livé fetézce mély odpuzovat, a vézt spise k disociaci agregatii. Proto zde piisobi také hydro-

fobni interakce a vodikové vazby mezi acetamidovou a karboxylovou skupinou [11].

Q =hydrophobic
patch

>-«,&

Obrdazek 6: Hydrofobni ¢asti HA. Zndzornéni acetamidovych a karboxylovych skupin
[11].

Na obr. &. 6 je mozno u &asti A a B vidét molekulu HA. Cervené oblasti u ¢asti B predstavuji
hydrofobni oblasti, které se nachazeji podél tfech jednotek HA (tzn. disacharid HA, a k nému
pridana jeste glukoronova kyselina z dalsi, nasledujici disacharidové jednotky) na polymer-
nim fetézci. Krouzky reprezentuji acetamidovou skupinu, ctverecky predstavuji skupinu kar-
boxylovou. Cast C je schéma znazorujici boéni pohled dvou fetézct HA, které jsou viigi
sob& antiparalelni. Carkované ¢ary oddéluji kazdou sacharidovou jednotku HA. Modré
krouzky a ¢tvereCky (B a C) jsou na stejné strané fetézce, zatimco zelené ne. Dvojité stoceni
fetézce, které je mozné vidét u ¢asti A a B plati i pro ¢ast C, ktera je sloZena ze dvou antipa-
ralelnich fetézcl. Tyto dva antiparalelni fetézce jsou stejné stoceny, jako je u Casti A a B,
proto nemaji problém pii agregaci do sebe zapadnout. Mezi acetamidovou a karboxylovou
skupinou se nachazeji vodikové vazby. Tyto vazby je mozné vidét na ¢asti B, kde jsou vy-

znaCeny teCkované [11].

Agregace fetézcl HA je vysledkem interakce mezi hydrofobnimi ¢astmi fetézcii a interakci

vodikovych vazeb mezi acetamidovymi a karboxylovymi skupinami [10].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Molarni hmotnost kyseliny hyaluronové ovliviiuje stupenn zesitovani. S rostouci molarni
hmotnosti roste velikost siti, tyto sit¢ maji hexagonalni tvar. K tvorb¢ siti mize dochazet i

pii niz§i molarni hmotnosti HA, ale jsou od sebe vzajemn¢ oddélené.

Interakce, které zpiisobuji soudrznost siti hyaluronanu jsou docela slabé, proto bude tvar siti
nebo jejich disociace zaviset napft. na teploté. Pii vyssi koncentraci hyaluronanu dochazi ke
zpeviovani vazeb mezi sitémi. Tvary hyaluronanu v ramci sekundarni struktury ovliviiuji

tvary siti [11].

Difuize objemnéjSich Castic (napf. proteiny) skrz sit’ HA je velmi omezena. Tento jev je dan

riznou velikosti otvort v siti, skrz které mohou dané ¢astice prochazet [9].

Obrazek 7: Odlisnost velikosti otvorit v siti HA, jimiZ difunduji astice [9].

1.3.3 Viskozita roztoki kyseliny hyaluronové

Pavodné linearni fetézce HA se v roztoku zaplétaji a vytvareji statistickd klubka, kterd se
navzajem proplétaji do sebe, a to uz pfi nizkych koncentracich této kyseliny. Diisledkem
toho je neobvyklé chovani HA z pohledu reologie. Extrémné vysokou zavislost viskozity na
smykové rychlosti je moZné pozorovat u roztoki, v nichZ je obsaZzena HA o vysoké koncen-
traci nebo vy$$i molarni hmotnosti. Na zékladé vySe popsanych vlastnosti lze fict, Ze je HA
diky svému reologickému chovani pseudoplasticky material, tj. s rostoucim napétim se jeji
viskozita zmenSuje [12]. Se zvySujici se moladrni hmotnosti, koncentraci nebo smykovou
rychlosti pfechazi HA z newtonského chovani na nenewtonské. Se zvySujici se koncentraci
HA v roztoku nebo pfi rostouci molarni hmotnosti této kyseliny roste také viskoelasticita
roztoku. Viskoelasticita HA ve vodném roztoku zavisi na pH a je ovlivnéna iontovou silou
prostiedi, ve kterém se pravé nachazi. HA ma hodnotu pK asi 3,0, a proto zména pH bude
mit velky vliv na rozsah ionizace HA fetézcl. Zména ionizace fetézcl HA ovliviluje vza-
jemné mezimolekularni interakce mezi molekulami HA a v duasledku toho se méni 1 reolo-

gické vlastnosti celého roztoku kyseliny hyaluronové [10].
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Pokud jsou sit¢ HA vystaveny rychlému a kratkému trvani toku kapaliny, piisobi na né smy-
kové napéti, coz zpisobuje elastické vlastnosti téchto siti. Naopak pii pomalém a dlouhém
toku kapaliny skrz sit’ bude dochéazet k postupnému rozdélovani siti na jednotlivé fetézce,
které se navic jesté zaCnou narovnavat. Existuji zplsoby, jak vytvofit pficné kovalentni
vazby mezi sitémi HA. Jejich cilem je vytvofit stabilni molekulovou sit’, ktera bude vykazo-

vat viskoelastické vlastnosti [9].

/ Rychiy a kratky tok  —— = S
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Obrazek 8: Viskozni a elastické viastnosti hyaluronanu [9].

1.4 Vyskyt kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je dilezitou soucasti mezibunééné hmoty (extracelularni matrix EM).
Nejcastéji vytvaii chemickou vazbu se sodikem za vzniku hyaluronatu sodného. Nejvice se
nachazi v téle obratlovci, nicméné lze ji najit i v bunééné sténé nékterych prokaryot, jako
napf. Streptococcus nebo Pasteurella. Najdeme ji také ve slizovitych obalech nékterych or-
ganismu. Nachazi se v pojivovych, epitelidlnich a nervovych tkédnich. Lze ji také najit v oc-
nim sklivei nebo synovialni (nitrokloubni) tekuting, kde diky svym viskoelastickym vlast-
nostem slouzi jako lubrikant. Tim, Ze se nachazi mezi klouby, zabraiuje jejich tfeni, tlumi
narazy a zpomaluje degradaci chrupavky. Nejvice se na jeji tvorbé v téle podileji fibroblasty,
keratinocyty a chondrocyty. Vyznamna mista vyskytu hyaluronatu v lidském téle jsou zna-

zornéna v tabulce €. 1 [6].
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Tabulka 1: Vyskyt hyalurondtu v lidském téle [6].

Lokalizace MnoZstvi HA Biologicky polocas| Molekulova hmotnost
Mezibunétna hmota > 2509/l Hodiny az tydny Vysoka
Pupecnik 2-4 g/l Hodiny Vysoka
Synovialni tekutina 2-4 g/l - ----
Lymfa <10 mg/l Minuty Riizna
Sérum 0,01-0,10 mg/I Minuty Riizna

1.4.1 Extracelularni matrix EM

Kazda bunka ma na svém povrchu specifické proteiny. Diky nim je schopna vzajemné ad-
herence (ptilnavosti) bunék, komunikace a shlukovani ostatnich bun¢k do tkani.
Tké&né jsou slozeny z bun¢k. Na povrchu bunék je hmota, ktera propojuje rizné tkan€ do-
hromady, udrzuje jejich tvar, je schopna ptenaset pohyb a postarat se o piisun zivin a vody.
Tuto hmotu nazyvame extracelularni matrix (EM).
Pojivova tkan je slozena piedevsim z EM, kterd neni umisténa v buiikach, ale je jimi pouze
produkovana. Pojivovou tkan tvoti hlavné fibroblasty.
Funkce a vlastnosti tkani jsou dany fyzikalnimi vlastnostmi EM. Nejtvrd$si EM maji kosti, a
predevs§im zuby, protoze jsou v EM uloZeny vapenaté soli. V pojivovych tkéanich klize a v
chrupavce je EM poérovitd, zatimco v Slachach pruznéa. V krvi je tvofena tekutou krevni
plasmou. Pocet rozpustnych a nerozpustnych ¢asti ovliviiuje vlastnosti a strukturu EM.
Extracelularni matrix funguje jako informacni systém, diky kterému mohou bunky deteko-
vat, vytvaret nebo fidit chemickeé signaly. Signaly jsou z extracelularni hmoty pfenaSeny do
nitra buiikky pomoci transmembranovych receptort. Typickym pfikladem transmembréano-
vych receptort jsou integriny.
EM tvoii piekazku pronikajicim mikroorganismiim, podporuje vstup Zivin do bunck, nebo
vystup metabolitli, podporuje hojeni zanéth nebo defekti.
EM se sklada prevazné z téchto makromolekul:

(1) glykosaminoglykani a proteoglykanii — zpisobuji gelovou strukturu pojivovych

tkani
(2) fibroznich proteind (napi. kolageny-zapfic¢inuji pevnost a elastiny- zpisobuji pruz-
nost)
(3) multiadheznich molekul (napf. fibronektin, nidogen nebo laminin) — diky nim muaze

EM vytvofit spojeni s buiikami [13]
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1.5 Funkce kyseliny hyaluronové a jeji sodné soli

Funkce kyseliny hyaluronové je silné ovlivnéna jeji molarni hmotnosti a konformaci. Fyzi-
ologické funkce HA v organismech jsou ovlivnény jejimi fyzikalnimi a chemickymi vlast-
nostmi. Jednou z jejich dulezitych funkci je, Ze reguluje vzajemné interakce mezi polymerem
a rozpoustédlem, coz ve vysledku znamena, Ze ovliviiuje transport tekutin v organismu. Po-
dili se na distribuci plazmovych proteinii mezi vnittkem a vnéjskem cév. Ovliviiuje trans-

portni déje v tkanich. Nachazi se v synovialni tekutin€, kde funguje predevsim jako lubrikant
[3].
HA se diky své viskoelasticité¢ podili na ochrané organismu a udrzovani celistvosti zivych

tkani, jako je napf. kloubni chrupavka, klize nebo o¢ni sklivec [14]. Zaji$tuje ochranu tkani

proti riznym infekcim, a je také dilezitym antioxidantem.

V pribéehu starnuti se snizuje koncentrace HA v pokozce. V disledku tohoto jevu dochazi
k dehydrataci pokozky, ktera poté ztraci svou pevnost, pruznost a poddajnost, coz vede k je-

jimu postupnému zvrasiiovani [7].

1.5.1 Inhibitor naruSeni membrany ¢ervenych krvinek

Hyaluronan funguje jako mozny inhibitor (zpomalovac) piti prasknuti ¢ervenych krvinek
roztrzenim bunééné membrany. K roztrzeni dojde v ptipadech, kdy se jedna o denaturovanou
formu (pozménénd struktura). Pokud je hyaluronan pfipraven pti nizkych teplotach, nema
schopnost inhibice. Nicmén¢ zahtatim na 100°C a néaslednym prudkym ochlazenim dojde
k pfechodu do denaturované formy. Hyaluronan se timto stava silnym inhibitorem. Pokud
dojde k zahtati na 100°C, a nasledné ochlazovani je pozvolné, struktura ma dostateény ¢as
na renaturaci. Hyaluronan je poté velmi slabym inhibitorem, zvySuje flexibilitu membrany

¢ervenych krvinek a urychluje tok lymfy v prubéhu absorpce tuku z tenkého stieva [11].

1.5.2 Spoluprace hyaluronanu s membranami

Spousta biologickych roli hyaluronanu zavisi na jeho schopnosti interagovat s membréano-
vymi proteiny. Hyaluronan je transportni molekula, ktera je schopna ptenaset latky skrz bu-
néénou membranu. Tyto transportéry maji hydrofobni a hydrofilni vlastnosti, které se lisi

podle toho, zdali se jedna o pienos dovniti nebo smérem ven z buriky [11].
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1.5.3 Hyaluronan ve sklivci oka

Sklivec je stabilni gel, ktery u lidi nebo u nékterych zvitat obsahuje hyaluronan. Pouze vy-
sokomolekuldrni hyaluronan v koncentracich 2 mg/ml odpovidé4 koncentraci hyaluronanu
ve sklivci a nenachéazi se ve formé hyaluronanu. Tvrdost struktury hyaluronanu ve tkénich
je zvySovana zaclenénim tidkych siti tenkych kolagenovych fibril. Existuji dvé mozna uspo-
fadani hyaluronanu a kolagenu ve sklivei. Zakladni struktura sklivce je sloZena ze tii ¢asti:

Z hyaluronanu, fibril kolagenu a glykosaminoglykanu (napf. chondroitin sulfat) [11].

PG - PROTEOGLYKANY
HA - KYSELINA HYALURONOVA
CO - KOLAGEN

Obrdazek 9: SChéma zndzoriiujici tiisloZkovou strukturu sklivce — hyaluronanu,
fibril kolagenu a proteoglykanii [11].
Proteoglykany spojuji fibrily kolagenu prostfednictvim specifickych vazeb. Struktura prote-
oglykant je udrzovana oddélené diky hyaluronovym sitim, které¢ interaguji s chondroitinem

sulfatem (proteoglykan) [11].

Obrazek 10: Sit’ hyaluronanu nachazejici se ve sklivci pii koncentraci 1-4

mg/ml [11].
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Pokud je hyaluronan $tépen hyaluronidazou, fibrily kolagenu za¢nou spolu agregovat a vy-
tvoti srazeninu. Tento problém postihuje osoby starSiho véku, a jedince, ktefi trpi kratkozra-
kosti. Zaroven s agregaci probiha zkapalnéni urcité Casti sklivce, zejména ve stiedni Casti.
Védecky bylo prokazano mnoho spojitosti mezi procesem starnuti a enzymatickou degradaci

hyaluronanu ve sklivci.

Pti niz$i koncentraci hyaluronanu nejsou jeho fetézce uz tak dlouhé na to, aby se dokazaly
spojit se sousednimi fetézci, a vytvorit agregat. Pfitomnost hyaluronanu o nizs$i molarni
hmotnosti zptsobuje degradaci elastickych a visk6znich vlastnosti, které by v ptipad¢ roz-
toku hyaluronanu o vyssi molarni hmotnosti zdstaly. Degradace hyaluronanu zhorSuje

funkénost sklivce oka [11].

1.5.4 Hyaluronan ve tkanich

V hyalinni chrupavce je hyaluronan obsazZen pfti koncentraci 1 mg/g, coz je dost na to, aby

mohl vyplnit objem tkané pti nedostatku ostatnich slozek.

Mensi koncentraci hyaluronanu je mozné najit také ve form¢ siti v mnoha pojivovych tka-
nich, kde se nachazi v blizkosti bun¢k hladkého svalstva v aorté, nebo se vyskytuje v bliz-
kosti fibroblastl, kde je soucasti dermis pokozky. V téchto tkdnich tvoii hyaluronan néco
jako ,,leSeni“ pro vytvoteni vazby s chondroitinem sulfatem, coz je proteoglykan, ktery spo-

le¢né s hyaluronanem formuje sit’ v téchto tkanich.

Nejvétsi mnozstvi hyaluronanu je obsazeno v kozni tkani ¢lovéka, a to v dermis a epidermis.
Primérné mnoZstvi u dospélého €loveka ¢ini 7-8 g, coz odpovida 50% celkového mnoZstvi

v téle. V dermis je obsazeno 0,5 mg/g, a v epidermis se nachazi 0,1 mg/g [9].

1.6 Vyuziti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je diky svym dobrym viskoelastickym vlastnostem vyuZivana v o¢ni
chirurgii, plastické chirurgii, pfi artroskopickych operacich a terapii moc¢ové inkontinence.
Zaroven pusobi jako prevence jizveni pii endoskopickych operacich a 1€€by nadort uvnit

mocového méchyie. Je také soucasti nosnich a o¢nich kapek [6].

Kyselina hyaluronova ma své velké uplatnéni v o¢ni chirurgii. Ochranuje jemné ocni tkané
jako napft. bunécnou vrstvu vnitiku (endotel) rohovky pred poSkozenim v prabéhu chirur-
gické operace. Pti operaci Sedého zakalu je mozné HA pouzit jako nahradu za sklivec. Diky

svym viskoelastickym vlastnostem je HA schopna udrzet hloubku a tvar pfedni o¢ni komory.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

Elasticita roztokd HA zajiStuje ochranu o¢nich bun¢k pted poskozenim, které by bylo zpt-
sobeno kontaktem s chirurgickymi nastroji a implantaty. V soucasné dobé se HA nejvice

vyuziva pii operaci katarakty, pfi této operaci se piidava pacientim 1% roztok HA [3].

Druhou nejvétsi oblasti jejiho vyuziti jsou vnitrokloubni aplikace (viskosuplementace) u pa-
cientl, ktefi trpi osteoartrézou (degenerativni onemocnéni kloubti). HA se pfi této operaci
aplikuje intraartikularné (injekce pfimo do kloubt). Lze ji také aplikovat periartikuldrné
(okolo kloubti) pti podvrtnuti kotniku. Diky svym viskoelastickym vlastnostem je HA
schopna udrzet hloubku a tvar pfedni o¢ni komory. Pti vysoké smykové rychlosti dochazi

ke snizeni viskozity HA, coz usnadnuje jeji vstiikovani [3].

HA se velice Casto vyuziva také v plastické chirurgii, kde se pouzivé jako vypln vrasek, pti

odstrafiovani jizev nebo zvétSovani prsou.

V kosmetickém primyslu se piidava do krémt proti vraskdm. Znamou kosmetickou firmou,

ktera ptidava do svych krému kyselinu hyaluronovou, je firma Anti Aging [10].

Biologické ucinky HA se lisi v zavislosti na jeji molarni hmotnosti:

e 250 — 2200 kDA - O¢ni chirurgie, intra-artikularni injekce, biologicky aktivni ban-
daze, 1écba poranéni chrupavky a Slach, redukce zjizveni tkané, podpora regenerace

jaterni tkané, umélé kozni a kostni $tépy.

e 7-250 kDA - Protirakovinna lé¢ba, zvyseni imunitni odezvy na bakterialni infekce,
protizanétlivé preparaty, 1écba zranéni a popalenin, podpora pro regeneraci michy po

zranéni, podpiirny material pro 1é¢bu pomoci kmenovych bunék.

e Oligosacharidy HA (obsahujici 4-18 mert) - Detekce nadord, protirakovinna 1é¢ba

zalozena na nanocasticich, stimulace tvorby novych cév, 1é¢eni Zilni nedostatecnosti

[5].

1.7 Metabolismus kyseliny hyaluronové

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky. Nékteré bunky, jako napt. chondrocyty v
chrupavkach, aktivné syntetizuji a odbouravaji hyaluronan po celou dobu zivotnosti tkan¢.
Syntéza je vétSinou kompenzovéana rozkladem, ¢imZ se udrZuje konstantni koncentrace
hyaluronanu v tkanich. Metabolicka studia prokézala, Ze polocas rozpadu molekuly hyalu-

ronanu Vv tkanich je 2-3 tydny. Keratinocyty v epidermis jsou dalSim ptikladem bunék, které
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aktivné syntetizuji a rozkladaji hyaluronan. V tomto ptipadé¢ je polocas rozpadu molekuly

hyaluronanu o dost krat$i, trva mén¢ nez jeden den [9].

Nékteré bunky prednostné hyaluronan syntetizuji vice, nez odbouravaji. Ptikladem mohou
byt buiiky v dermis. Velké ¢ast molekul hyaluronanu unikne z téchto tkani tim zptisobem,
ze jsou zachyceny receptory bunék retikuloendotelialniho systému v lymfatickych uzlinach
a jatrech, kde jsou nasledné ptipraveny na pozd¢jsi rozklad v lysozomech. Polocas rozpadu
hyaluronanu v krvi je velmi kratky, trva jen né¢kolik minut. Buiky, které se nachazeji na
sténach kloubniho pouzdra, syntetizuji hyaluronan a uvoliuji ho do synovialni tekutiny, kde
se stava dulezitou soucasti. Ptispiva totiz k viskoelastickym vlastnostem tekutiny. Také sy-
novidlni tekutina odtéka prostfednictvim lymfatického systému, pted vstupem do krevniho
fecisté. Buiky retikuloendotelidlniho systému, které se nachazeji na sténach lymfatickych
cév, aktivné odbouravaji témét 90% hyaluronanu pted tim, nez si je pievezme vaskularni
systém. Odhaduje se, Ze t¢émé&f 1/3 z celkového poctu hyaluronanu v lidském téle je metabo-

licky odstranén a nahrazen zhruba za jeden den [9].
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2 HOFMEISTEROVA RADA IONTU

Kyselina hyaluronova ve vodném prostiedi degraduje, a je velmi brzy znecisténa raznymi
mikroorganismy. Degradace struktury kyseliny hyaluronové muze byt potlacena piidavkem
konzervacnich latek, mezi které patii napt. benzalkonium chlorid, ktery snizuje povrchové
nap¢ti vodnych roztokd, je antibakterialni a piisobi proti plisnim. Benzalkonium chlorid pi-
sobi také jako denaturant (= zmeéni strukturu HA, a tim také jeji fyzikalné-chemické vlast-
nosti). Zmény ve struktufe HA zptusobené pridavkem konzervacnich latek je mozné reduko-
vat pfidavkem iontd Hofmeisterovy fady, které podporuji hydrofilni interakce HA, a roz-

poustéji denaturanty.

2.1 Historie Hofmeisterovy rady

Prvni zminka o Hofmeisterové (nebo také lyotropni) fadé¢ HS piisla v roce 1888 a popisovala
vliv iontl na fyzikalni chovani Siroké Skaly vodnich procesii od koloidnich systému az po
skladani bilkovin [15]. Jednim z prvnich védc, ktery se zabyval vlivem soli na bilkoviny,

byl Franz Hofmeister (1850 - 1922).

Diky Hofmeisterovym védeckym pokustim bylo zjiSténo, ze vysolovaci schopnosti jednot-
livych soli jsou velmi odlisné. Napt. siranové soli jsou schopné velmi dobfe vysolovat bil-
koviny, zatimco dusi¢nany jsou velmi neefektivni. Chlorid sodny se nachazi zhruba upro-
stied mezi sirany a dusi¢nany. Hofmeister zkoumal také sérii aniontt se stejnym kationtem
a naopak. Diky tomu dokazal zjistit, jak plisobi jednotlivé kationty a anionty na bilkoviny.
Na zéklad¢ jeho prace byla vytvotfena lyotropni (Hofmeisterova) fada iontdl, ktera je sefazena

podle schopnosti jednotlivych iontl vysolovat bilkoviny z roztoku.

Dnes sice mame daleko moderné;si a lepsi techniky pro purifikaci bilkovin z roztoku nez jen
jejich vysolovani z roztoku, nicméné to neznamena, Ze by Hofmeisterova fada dnes nenasla
své uplatnéni, velice Casto se jejiho modelu vyziva pti zkoumani riiznych biologickych, che-
mickych a fyzikaln€-chemickych vlastnosti. Existuje mnoho procest, pii kterych se chovani
ionta soli vysvétluje na zakladé HS. Mezi tyto procesy patii napt. denaturace bilkovin, akti-

vita enzymu, krystalizace bilkovin, povrchové napéti roztokt a spousta dalsich [16 - 47].
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2.2 Interakce ionti Hofmeisterovy rady s proteiny

Ionty Hofmeisterovy fady ovliviiuji rozpustnost proteint, jejich stabilitu, a také stabilitu je-

jich sekundarni, tercialni a kvartérni struktury.

Kazda interakce mezi ionty HS a proteiny miize byt charakterizovana bud’ procesem vsolo-

vani, nebo vysolovani (,,salting in* a ,,salting out* efekt) [18].

Mechanismus HS se zabyva piedev§im experimenty s rozpoustédly, které obsahuji vyssi
koncentraci soli. HS je sefazena podle schopnosti ionti vysolovat proteiny. HS pro anionty
je:
SCN™ <[ <(Cl0y <NO; <Br~<C(ClOo; <Cl” <BrO;3 <F~ <S§0;~
A pro kationty:
K* < Na* < Li* = Ca?*

Plati, ze ionty (jak anionty, tak kationty), které jsou vice nalevo, maji silnou schopnost vso-
lovat (salt-in“) proteiny, zvySuji rozpustnost proteinu, a tim posiluji jeho hydrofilni vlast-
nosti. Rozpustnost je dana vznikem vazeb s ionty, které maji silny ,,vsolovaci efekt. Tyto
ionty snizuji povrchové napéti. Plisobi denaturacné na protein, a tim snizuji stabilitu proteinu
[15]. Napi. I" a SCN" jsou silné denaturanty, vsoluji peptidickou skupinu, a v dasledku toho
dojde ke mén¢ struktury proteinu. Anionty, které se nachdzeji nalevo od CI” se oznacuji jako

kosmotropni [16].

Naopak plati, Ze ionty, které jsou vice napravo, maji ,,vysolovaci“ t¢inky. Diky nim dojde
Kk vysrazeni proteinu. Tyto ionty zvySuji povrchové napéti, snizuji rozpustnost proteinu a
maji ,,vysolovaci efekt, nejsou silnymi denaturanty, tudiz podporuji stabilitu struktury pro-

teinu. Anionty, které jsou napravo od CI se oznacuji jako chaotropni.

V ptipad€ HS se mluvi Castéji o aniontech nez o kationtech. Pofadi HA pro anionty a jejich

typické vlastnosti jSou zobrazeny na obr. €. 11 [16].
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Hofmeisterova rada pro anionty

SCN~ I~ Clo; NO; Br~ Clo5 CI- BrOy” F~ SO0

{Povrchové napéti *Povrchové napéti

*Rozpustnost proteinu (""vsolovani") <;:> {Rozpustaost proteini ("vysolovini")
1Denaturace proteini .Denaturace proteind

| Stabilita proteina tStabilita proteini

Obrdazek 11: Hofmeisterova ifada pro anionty [15].
KaZzda interakce je urcitym zpusobem specifickd. Existuji také ptipady, kdy se pozorovany
jev nechova podle modelu HS. Nebo se ionty soli svym chovanim tadi v obraceném potadi

[16, 18],

2.3 Interakce ionti Hofmeisterovy rady s polymery

Ionty HS maji vyznamny vliv na vodné roztoky polymerii. V experimentech se vyuzivaji

zejména roztoky s vyssi koncentraci ionti HS.

Ionty, které jsou v fad¢ vice napravo, zvySuji povrchové napéti rozpoustédla, snizuji roz-
pustnost nepolarnich makromolekul (,,vysoluji je, ,,salt-out*), coz vede k posileni hydro-
fobnich interakci. Zatimco ionty, které jsou vice nalevo, zvySuji rozpustnost nepolarnich
makromolekul (,,salt in“) a snizuji tim hydrofobni interakce. Tyto soli reaguji pfimo s pro-
teiny nebo polymery a vytvateji vazby s ionty, které maji silny ,,vsolovaci® (,,salt-in*) efekt.
Podobné iontové efekty je mozno vidét pii botnani n€kolika polymernich geld [18]. Suzuki
a spol. zkoumali, zdali ionty HS ovliviiuji objemové zmény polymernich gelti v zavislosti

na teploté, a bylo zjisténo, ze tento vliv maji [4].

Interakce mezi polymernimi filmy a jejich rozpoustédly je mozné popsat pomoci difuzniho
procesu botnani. Molekuly rozpoustédla musi proniknout do polymeru, a poté se polymerni
fetézce musi rozpustit vlivem molekul rozpousStédla. Poté botnani pokracuje expanzivni
praci polymernich fetézc, jejich rostouci pohyblivosti a propustnosti. Expanzivni praci po-
lymernich fetézct je zde mysleno tak, ze v disledku pohyblivosti a ptizpisobivosti fetézct
dochazi k pohlcovani rozpoustédla polymerem, ktery nasledné zvétsi sviij objem. Afinita

mezi polymernim filmem a rozpoustédlem je velmi dileZita pti difiznim procesu botnani.
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Obecné plati, ze ¢im budou polymerni fetézce méné prizplisobivé a poddajné viici expan-
zivni préaci, tim vice poroste potencialni bariéra, kterou bude nutné ptekonat pro to, aby di-

fazni proces botnani prob¢hl [4].

2.4 Interakce ionti Hofmeisterovy rady s kyselinou hyaluronovou

Pti rozpousténi HA ve vodé dochazi k difuznimu procesu botnéni, pii kterém dochazi ke
zvyseni pohyblivosti, piizpsobivosti a propustnosti HA fetézci. V disledku toho mohou
molekuly rozpoustédla, kterym je v tomto piipadé voda, proniknout do polymeru (dovnitf
fetézcl HA). Pti difiznim procesu botnani dochazi k objemové expanzi HA fetézcii v da-
sledku pohlcovani rozpoustédla. Pridavkem iontti HS dojde ke zménam interakce mezi mo-
lekulami HA a rozpoustédla. Pokud budou do rozpoustédla pfidany ionty HS, které maji
posilovat hydrofobni interakce, tak bude diflizni proces mezi HA a rozpoustédlem zpomalen.

Naopak po pridani iontt, které zvysuji hydrofilni interakce, bude diftize urychlena [4, 19].

Diftzni proces muze byt obecné popsan difuznim koeficientem, ¢im je difuzni koeficient
vyssi, tim je rychlejsi difuze. Pti diftizi dochazi k pohybu molekul z mist s jejich vyssi kon-
centraci do mist, kde je jejich koncentrace niz8i. Nedifunduje jen jedna latka do druhé. Pro-
ces je pro latku a rozpoustédlo vzajemny [19]. Vzajemna difize mezi molekulami HA a

molekulami rozpoustédla je charakterizovana vzajemnym difuznim koeficientem [4].

Mréckem a spol. byl interferometrickou metodou studovan vliv iontd HS na chovani hyalu-
ronanu, a také na jeho botnani. Byla zjiStovana zavislost vzajemného difizniho koeficientu
na koncentraci Cistého hyaluronanu, a také s ptidavkem iontt HS. Po pfidavku KF doslo
Kk prudkému poklesu rychlosti difazniho procesu botnani (pti iontové sile I =0,1 mol/I) v po-
rovnani s Cistou HA. Ionty F~ totiz siln€ podporuji hydrofobni interakce, protoze narusuji
interakce mezi vodikovymi mustky s dip6ly vody. Diky tomu dojde k posileni vodikovych
mustkd. Cim siln&jsi jsou vodikové miistky, tim ma fetézec vyssi tuhost. Cim vyssi je tuhost
fetézce, tim je jeho prizptisobivost vici difuzi mensi. Hodnota vzajemného difizniho koefi-
cientu je tedy nizkd. V disledku toho se fetézce sbali a dojde k vysrazeni HA. S rostoucim

pofadim iontlh HS smérem k hydrofobni Casti fetézce dochézi ke sniZovani hodnoty vz4jem-

ného difuzniho koeficientu [4, 18].

Na druhou stranu, po pfidavku KI doslo k urychleni difizniho procesu botndni, a tim také
ke zvySeni hodnoty vzajemného difuzniho koeficientu. Ionty I totiZ podporuji hydrofilni in-

terakce. Tyto soli (slozené s iontd, které zesiluji hydrofilni interakce) reaguji piimo s HA a
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vytvareji vazbu s ionty, které maji silny ,,vsolovaci* (,,salt-in*) efekt. Ve vysledku tedy dojde

K rozpusténi (,,vsolovani*) HA.

Rychlost difuzniho procesu botnani je také ovlivnéna teplotou. S rostouci teplotou roste

rychlost difuzniho procesu botnani [4].

Vysledky ziskané pfi studiu difuzniho procesu botnani lze porovnat s vysledky ziskanymi
pfi viskozimetrickych métfenich. Pfidavkem iontd do vodného roztoku hyaluronanu dojde ke
snizeni kinematické viskozity. Nicméné po ptidavku F~ se hodnota kinematické viskozity
zvysi, protoze pritomnost F~zvySuje tuhost fetézcit HA. V dasledku toho se fetézce vice brani

toku [4, 20].

S rostouci teplotou kinematicka viskozita klesa, protoze fetézce, které budou mit vyssi ener-

gii (dodana teplem), budou kmitat rychleji, coz zpisobi jejich vétsi poddajnost vici toku [4].

K tomu, aby fetézce vykonaly expanzivni praci, musi jim byt dodéna energie. Retézctim,
které se brani difuznimu procesu botnani v disledku své vysoké tuhosti, ktera je zpisobena
napt. ptidavkem iontl HS, které podporuji hydrofobni interakce, bude nutné dodat veétsi
energii, aby doslo k diftzi [19, 21]. Piikladem toho muze byt roztok HA-KF. lonty F zpt-
sobuji zvySeni tuhosti fetézce HA. Proto bude nutné témto fetézcim dodat vétsi energii, aby
probéhla difuze. Cim vice budou ionty HS posilovat hydrofilni interakce, tim piizptisobivéjsi
bude fetézec HA, a tim mén¢ energie mu bude postaovat k tomu, aby prob¢ehl difuzni proces

botnani, napt. HA-KI [4].

Cim bude vys$i koncentrace soli, ktera zptisobuje hydrofobni interakce, v roztoku HA, tzn.,
¢im vyssi bude iontova sila dané soli, tim tuzsi budou fetézce HA, a bude nutné jim dodat

vice energie, aby prob¢hla difuze.

Naopak ¢im bude vyssi iontova sila soli, kterd posiluje hydrofilni interakce, tim mén¢ ener-
gie bude stacit fetézcim HA na to, aby probéhla difuze. Retézce HA se totiz pohyblivosti

nebrani.

Cim bude koncentrace dané soli vyssi, tim vice se budou zesilovat u€inky dané soli na fet¢-

zec HA.

K tomu, aby probéhla difiize, tzn., vzdjemny pohyb fetézci HA a molekul vody, je rovnéz
nutné dodat energii. Tato energie se nazyvé aktivaéni entalpie difiize. Cim budou fetézce

HA mén¢ pohyblivé, tim bude nutné dodat vice energie, aby vzajemna difize probehla. Na-

o 24
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Funkénost kyseliny hyaluronové mtize byt ¢asto vysledovana na zakladé botnajicich vlast-
nosti jeji polyelektrolytni sité. Ve vodném roztoku se z HA stdva negativné nabity polyelek-

trolyt, jehoz velikost, konformace a stupen hydratace zavisi na stupni disociace [4].
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3 METODY STUDIA ZREDENYCH ROZTOKU HYALURONANU

Roztoky hyaluronanu miizeme zkoumat rtiznymi zpusoby. Miizeme méfit jejich viskozitu

pomoci riznych metod nebo miizeme métit povrchové napéti.

3.1 Viskozimetrie

Viskozimetrie je metoda, ktera se zabyva méfenim viskozity latek. Princip viskozimetrie
spocivd v méfeni mechanického odporu, ktery kapalina klade pii teceni. Zptsoby, kterymi

1ze méfit viskozitu latek, jsou:

e Kapilarni metoda
e Metoda padajici kulicky

e Rotacéni viskozimetrie

3.1.1 Viskozita

Viskozita tekutiny popisuje vnitini tfeni mezi vrstvami kapaliny pii jejich pohybu. U ideal-
nich kapalin se pfedpoklada nulové vnitini tfeni. Pii proudéni redlné kapaliny se jeji Casti
pohybuji. Disledkem tohoto jevu je, Ze se jednotlivé vrstvy po sobé posouvaji s rliznou

rychlosti, coz vede k vnitinimu tfeni. Viskozita popisuje, jak se tekutina brani teceni.

Vnitini tfeni mezi jednotlivymi pohybovymi vrstvami v kapalin€ je analogické smykovému
(te€nému) tieni mezi pevnymi télesy, z toho dlivodu se pfi vnitinim tfeni v kapaliné kineticka

energie pieménuje na teplo podobné, jako pfi tfeni mezi pevnymi latkami.

Mezi jednotlivymi vrstvami, které se po sob& posouvaji, vznikd tecné (smykové) napéti ,
které zabranuje kapaling téct. Tecné napéti vyjadiuje silu, kterd je potiebna k vzajemnému
klouzani vrstev na jednotce plochy styku vrstev.

V piipad€ pomalého (laminarniho) proudéni u newtonovskych kapalin dochézi k tomu, ze

tené napéti roste s rostouci rychlosti kapaliny. Zavislost te€ného napéti na rychlosti defor-

mace ve smyku urcuje vztah:

T=77@, 1)

kde 7 je te¢né napéti, dv/dy oznacuje zménu rychlosti ve sméru kolmém na rychlost a 7 je
dynamicka viskozita. Jednotkou dynamické viskozity je [N'm~1's = Pa's], dfive se nejcas-

t&ji uvadela v poissonech [P], pficemz 0,1P = 1Pas.
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Rovnici €. 1 1ze pouzit v piipadé newtonovskych kapalin, jako napt. u nizkomolekularnich

latek nebo u velmi ziedénych polymernich roztokd.

V piipad¢ velmi zfedénych polymernich roztoki viskozita kapalina s rostoucim tlakem roste,

ale se vzrustajici teplotou klesa [15].

Kromé dynamické viskozity existuje také kinematickd viskozita v, kterd je dana podilem

dynamické viskozity a hustoty kapaliny:

—) )
0

Jednotkou kinematické viskozity je [m~2s1], d¥ivé&jsi pouzivanou jednotkou byla Stokes
[S], pficemz 0,01 S = 1 mm?'s~1a vyuziti kinematické viskozity je vhodné v piipadé, kdy

jako jedinymi puisobicimi silami jsou setrva¢nost, gravitace a vazké tieni [23].

Viskozita roztokli polymert je ovlivnéna molarni hmotnosti polymerd, teplotou, tlakem,

a zavisi na typu rozpoustédla [24].

3.1.2 Viskozita disperznich systémii s kapalnym disperznim prostiedim

Reologické chovani koloidnich ¢astic (disperzni podil) je ovlivnéno viskozitou disperzniho
prostiedi, tvarem a velikosti ¢astic a interakcemi Castice-disperzni prostiedi nebo Castice-
Castice. Viskozita disperzniho prostiedi je vzdy mensi nez viskozita disperzniho systému.
Disperzni systém je soustava, ktera obsahuje dva druhy hmoty, disperzni podil a disperzni
prostiedi. V tabulce €. 2 jsou uvedeny veli¢iny, kterymi je mozné vyjadtit viskozitu disperz-

nich systému [24].

Tabulka 2: Veli¢iny vyjadiujici viskozitu disperznich systémii [24, 31].

Nazev Definiéni vztah
=
Relativni viskozita (viskozitni pomgr) " mg
ey = n—MNo
Inkrement relativni viskozity (specificka viskozita) 5P Mo
_Dsp
Redukovana viskozita (viskozitni &islo) flred =~
_Inn,
Inherentni viskozita Mink =
Limitni viskozitni &islo (vniténi viskozita) [l =limo=;
7 je viskozita roztoku, i je viskozita rozpoustédla, c je
koncentrace polymerniho roztoku
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3.1.3 Viskozita roztoki linearnich makromolekul a jejich moliarni hmotnost

Objem castic, a také viskozita, v pfipad¢ roztok linearnich makromolekul, zavisi na mnoz-
stvi rozpoustédla, které v sob¢ makromolekularni klubka zadrzuji. Rozpoustédlo se potom
pohybuje s klubkem. To, jakym zptisobem je schopné v sobé makromolekularni klubko za-
drzovat rozpoustédlo, zavisi na ohebnosti fetézcl, délce fetézce a afinité¢ polymeru k roz-
poustédlu. Vztah, ktery popisuje zavislost viskozity makromolekularnich roztokti na molarni

hmotnosti polymeru, se nazyva Mark-Houwinkova rovnice:
7] = K - Mg, )

kde /n/ je limitni viskozitni ¢islo. Parametry K a a jsou konstanty Mark-Houwinkovy rov-
nice, které jsou typické pro systém polymer-rozpoustédlo. Tyto konstanty zavisi na iontové
sile roztoku, pH a v pfipad¢ vysSich molarnich hmotnosti na smykovém napéti. Jednotkou
K je [ cm3 - g~1]. Konstanty K a a se stanovuji experimentalné na zakladé molarnich hmot-
nosti, které byly stanoveny (napf. metodou rozptylu svétla) pro frakce polymeru s nejuzsi

distribuci molarnich hmotnosti.

V ptipadé polydisperznich systému se métenim viskozity dostane viskozimetricky prameér
molarnich hmotnosti M,;, jehoZ hodnota lezi mezi ¢iselnym a hmotnostnim primérem mo-

larni hmotnosti. Pro M,, plati:

M, = [X(w; - M{)], (4)
kde w; je hmotnostni zlomek frakce i [24].

Viskozimetricky primér molarnich hmotnosti M,, byl u HA stanoven z jeji vnitini viskozity.

Bylo prokazano, Ze parametry a a K zavisi na iontovée sile a hodnoté pH roztokt HA.

Pro hmotnostni stied molarnich hmotnosti M,,< 10 Da jsou hodnoty konstant Mark-
Houwinkovy rovnice K = 0,029 aa = 0,80. Pro M,, > 10° Da jsou K =0,397 aa = 0,601.

Tyto zavislosti byly naméfeny pro iontovou silu | = 28 mTOZ [3].

3.1.4 Metody méreni viskozity

3.1.4.1 Kapilarni metoda
Pro kapilarni metodu se pouzivaji kapilarni (vytokové) viskozimetry. Tato metoda je zalo-
zena na méfeni objemu kapaliny, ktery proteCe za urcity Cas svislou kapildrou o daném po-

loméru r a délce |. Pti tomto méfeni se vychazi z Hagen-Poiseuillovy rovnice:
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nrtApt

n= : (5)

8Vi

kde V je objem kapaliny, ktery protece za uréity Cas z, r je polomér kapilary, | délka svislé
kapilary, Ap je rozdil tlakti. Rozdil tlak Ap je dan hydrostatickym tlakem kapaliny ve svislé
kapilafe. Hagen-Poiseuillova rovnice byla odvozena pro pfipad laminarniho proudéni, pfti

kterém plati, ze vektor rychlosti je parabolicky [22].

Meéieni se obvykle provadi tak, ze se ve stejném viskozimetru srovnava viskozita méfené
kapaliny # s referen¢ni (srovnavaci) kapalinou, jejiz viskozita je dobfe zndma 7,.r. Doba
prichodu obou kapalin je na kapilafe vymezena dvéma ryskami A a B. Pro pomér dynamic-

kych viskozit mérné a referen¢ni kapaliny plati:

n__ e
Nref TrefQref ' (6)

kde 7 je doba, za kterou prote¢e objem méfené kapaliny, 7,.r je doba, za kterou protece

objem referencni kapaliny, ¢ je hustota méfene kapaliny a @5 je hustota referencni kapa-
liny.

Diky kapilarnim viskozimetrim je mozno ziskat presné vysledky, nicméné tyto viskozime-

try se nemohou pouzivat v piipadé nenewtonskych kapalin [25].

Meéfeni touto metodou miize probihat napt. na Ubelohdeho viskozimetru.

Vstupy a vystupy pro plnéni a nasavani
M kapalin v Ubbelohdeho viskozimetru

Vystup temperani
kapaliny

Homi barika s ryskami pro napln&ni mé&fenou
kapalinou a méfeni doby priitoku kapaliny
kapilarou

Kapilara
Ubbelohdeho
viskozimetru

Teplotni €idlo pro méfeni
aktualni tepoty temperované kapaliny

Vstup temperaéni
kapaliny

Obrazek 12: Ubbelohdeho kapildarni viskozimetr [22].
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3.1.4.2 Metoda padajici kulicky

Viskozita je ur€ovéana na zéklad¢ toho, jak rychle padé kulicka v mérné kapaling, ktera je
nalita ve valci vymezeného dvéma ryskami. Pfedpokladem je, aby hustota kulicky o, byla
vetsi nez hustota kapaliny ¢. Pii1 padu kulicky v kapaliné je na pohyb kuli¢ky kladen odpor
ze strany kapaliny. Na padajici kulicku pisobi sila F, ktera je dana tihou G zmenSenou o

vztlakovou silu F,, kapaliny:

F=G-E,. O

Proti sile F ptisobi sila odporu kapaliny F;, ktera je tim vétsi, ¢im se téleso v kapaling rychleji
pohybuje. Pii tzv. mezni rychlosti v, se bude kulicka pohybovat rovnomérmé, coz znamena,

26 Ft = F
Tento stav se popisuje tzv. Stokesovou rovnici:

2 2 8
n=39(k—0),— ®)

o Magnet pro piichyceni kulicky
L__ ] —— vestieduvilenadkapalinou

Valec s ryskami naplnény
méfenou kapalinou

‘ RozloZeni sil ptisobicich
l na padajici kulicku

L j Teplotni ¢idlo pro kontrolu
aktudlni teploty

Obrazek 13: Experimentdlni uspoidddani pro méveni viskozity kapaliny metodou padajici

kulicky, v obrazku je zndzornéno i rozloZeni sil piisobicich na kuli¢ku [22].

Mezi kuli¢kové viskozimetry fadime napt. Hopplertv viskozimetr, ve kterém se koule po-
hybuje sklenénou trubici s presnym vnitinim primérem, naklonénou pod thlem 10°. Tato
trubice je naplnéna méfenou kapalinou a je vymezena dvéma ryskami. Mé&fi se doba, po
kterou kuli¢ka projde vymezenymi ryskami. Pfi tomto méfeni se obvykle pouzivéa srovnavaci
zpusob:

N _ Vrer (ﬂ) 9)

Nref v Qk—0Cref
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kde gy je hustota kulicky, o je hustota méfené kapaliny, 0, je hustota referen¢ni kapaliny,
V a Vyer jsou rychlosti padu kulicky v métené a referencni kapalin€. 7 a 7, jsou doby padu

kuli¢ky v méfené a referen¢ni kapaliné [24].

Obrdazek 14: Hoppleriy viskozimetr [24].

3.1.4.3 Rotaéni viskozimetr

Rotacni viskozimetry se skladaji z valcové nadoby naplnéné kapalinou, ve které je ponofeno
rotujici téleso, kterym mize byt kuzel nebo valec. Principem této metody je méteni uhlu

pootoceni @ rotujiciho télesa v kapaliné od piivodni polohy.

¢ = Kwn, (10)
kde w je uhlova rychlost a K je konstanta pfistroje.

Rotacni viskozimetry se pouZivaji 1 pfi studiu nenewtonovskych kapalin, protoZe je mozné
s nimi mé&fit zavislost thlu pooto€eni (Imérny napéti) na rychlosti otacek (tmérna rychlosti

deformace) [24].

3.1.5 Zavislost viskozity na smykové rychlosti u kyseliny hyaluronové

Martin Trojan ve své diplomové praci méfil zavislost viskozity na smykové rychlosti u HA.
Viskoznéjsi smési, které obsahovaly HA o molekulové hmotnosti 1,75 MDa, byly méfeny
metodou kuzel-deska. Pro HA o molekulové hmotnosti 70 kDa se pro méfeni viskozity po-
uzila metoda souosych dvouvalcti. Smési obsahujici HA o molekulové hmotnosti 1,75 MDa

se chovaly nenewtonovsky, tj. viskozita se ménila v zavislosti na smykové deformaci.

Smési, které obsahovaly HA o molekulové hmotnosti 70 kDa vykazovaly newtonské cho-

vani, tj. viskozita nezavisela na smykové rychlosti [26].
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3.1.6 Vliv iontii Hofmeisterovy série na viskozitu kyseliny hyaluronové v zavislosti

na teploté

Mracek a spol. zkoumali vliv iontd HS na HA. Ve svém méfeni porovnavali také, jak se
zméni kinematicka viskozita HA pfidanim téchto iontii. Kinematicka viskozita byla méiena
na Ubelohdeho viskozimetru pii koncentraci HA 0,01 mol/l , méfeni probihalo pfi teplotach:
25 °C, 30°C, 37°C, 40°C, 45°C. lontova sila roztoku byla 0,05 mol/l. Ptidavkem iontl do
vodného roztoku kyseliny hyaluronové se snizila kinematicka viskozita. Métfeni probihalo
pii raznych teplotach, piicemz s rostouci teplotou viskozita klesala (kapalina se mén¢ brani
teCeni). Bylo také pozorovano, ze po pridani KF do vodného roztoku HA se zvysila kinema-
tickd viskozita, coz podporuje hypotézu, ze ptitomnost F~ zplsobuje zvySeni tuhosti fetézce

[4].

3.2 Povrchové napéti

Na fazovém rozhrani kapalina/plyn nebo tuha latka/plyn probihaji interakce mezi molekulami
plynu a kapaliny/pevné latky. Sily, které ptisobi na molekulu, kterd je uvnitt kapaliny/pevné
latky, se navzdjem vykompenzuji. Pokud se ovSem molekula nachézi na povrchu kapa-
liny/pevné latky, budou na ni pusobit sily pouze ze strany kapalné/pevné faze. Vyslednici
téchto sil je potom tah dovnitt kapaliny/pevné latky. Aby mohly molekuly piejit z objemové
faze na fazové rozhrani, musi byt pfitom vykonéna prace, kterd je tim vetsi, ¢im vétsi je pocet
molekul pfevedenych z objemové faze na fazové rozhrani. Dodanim této prace dojde také ke
zvySeni Gibbsovy a Helmholtzovy energie. Rovnovaznému stavu pfi konstantnim tlaku a kon-
stantni teploté¢ odpovidd minimum Gibbsovy energie, proto se systém snazi plochu fazového
rozhrani zmensSit na minimum. Nejmen$im moznym povrchem je kulovy tvar. Povrchové na-
péti y udava, jak moc se kapalina snazi zaujmout co nejmensi povrch.

Lze jej vyjadtit jako silu F pasobici kolmo na délku | mysleného fezu povrchem, pficemz tato

délka lezi v te¢né roviné k povrchu v daném bodg.
F (11)
Y=
Jednotkou povrchového napéti y je [N.m™1]. Jeho hodnota pro vodu je 72,8 mN - m™1 pii

teploté 20°C. Cim vys§i bude teplota, tim vy$si bude hodnota povrchového napéti [28].
3.2.1 Metody méieni povrchového napéti
Existuji tf1 zakladni metody:

e Statické metody



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

e Semistatické metody

e Dynamické metody

3.2.1.1 Statické metody

Pti téchto metodach se sleduje ustaleny rovnovazny stav, ktery umoznuje ziskat hodnoty
povrchového napéti v rovnovazném stavu, coz je obzvlast’ dilezité pti studiu roztokt. Kon-
centrace v objemové fazi je odliSna od koncentrace na fdzovém rozhrani, mize dochdzet
rovnéz i k orientaci molekul. U obou téchto d&ji je vyzadovan urcity ¢as k ustaveni, na coz
ale v pfipad¢ povrchu, které se rychle obnovuji, neni ¢as. Po dosazeni rovnovahy jsou hod-

noty povrchového napéti nezavislé na Case [24, 27].

3.2.1.1.1 Metoda kapilarni elevace

Povrchové napéti je méfeno na zakladé vysky vzestupu kapaliny v kapilaie (kapilarni ele-
vace).
— h-R'(0a—0B)'9 (12)
2cos¢ '

kde h je vyska, které dosahla kapalina v kapilafe, je méfena od roviny, ve které je Lapla-
cetv tlak nulovy, g4 @ pp jsou hustoty fazi A a B, ¢ je uhel smaceni, R je vnitini polomér
kapilary. Pfi méfeni by se mély pouzivat kapildry, které jsou vyrobeny z materialu, jez je
dobie smacen kapalinou, tzn. ¢ = 0°= cos ¢ = 1. Velice Casto se pouZivaji materialy

vyrobené ze skla [27-28].

= R Rl I R=r _
COS | w=0
|

Obrazek 15: Kapilarni elevace: (a) meniskus dobie smdcejicich kapalin, (b) do-

konale smacejicich kapalin [27).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

3.2.1.1.2 Vzestup kapaliny na svislé desticce

Pti této metod¢ je desticka ponoiena do kapaliny. Mé&fi se, do jaké vysky vystoupi meniskus

kapaliny na svislém povrchu desticky.

Je-li thel smaceni znam (nebo je nulovy), je mozno stanovit povrchové napéti. Muze to
fungovat i opacné, je-li znamo povrchové napéti, mize byt na zaklad€ toho urcen thel sma-
Ceni. Integraci Laplaceovy-Youngovy rovnice ziskame vztah, ktery plati pro desku dosta-
tec¢né Sirky.

sinp=1 2y (13)

kde Ag je rozdil hustot dvou sousednich fazi, ¢ je thel smaceni, h je vyska, do které vystoupi

meniskus kapaliny [27].

Obrdazek 16: VVzestup kapaliny na svislé desce [27)].

3.2.1.1.3 Metoda vyvazovani Wilhelmyho desticky
Tato metoda spoc¢iva v mefeni zmény hmotnosti desti¢ky, zptisobené kapalinou, ktera vzlina
na jejim povrchu. Uhel smaceni se uréi na zékladé sily F, ktera je nutna k vyvazeni piesnych

vah po zmén¢ hmotnosti desticky.

F=L-y-cosd, (14)

kde L je obvod desti¢ky. Pokud je desticka ponoiena do vétsi hloubky, je nutné pii vypocétu
pocitat i s objemem kapaliny V, ktery byl vytlacen ¢asti desticky.

F=L-y-cosdp—V-Ap-g, (15)

kde Ag je rozdil hustot tekutin a g je tihové zrychleni.
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Pfi této metod¢ je nutné, aby vahy, ve kterych se pracuje, byly piesné, a aby obvod desticky
byl po celé jeji vySce stejny. Je také nutné, aby povrch desticky byl homogenni. Nékdy miize
dojit k problému, Ze pii ¢asove dlouhych méfeni zaéne material desticky botnat, coz ve vy-

sledku zpuisobi zménu objemu vytlacené kapaliny [24, 27].

Obrazek 17: \lyvaZovdani Wilhelmyho desticky [27).

3.2.1.1.4 Analyza profilu kapky

Me¢teni touto metodou spociva v porovnani skutecného profilu kapky s teoretickym tvarem

danym Laplaceovou-Youngovou rovnici:

1 1
Ap =y (Rl(x,y,z) + Rz(x,y,z))’ (16)

kde Ap je kapilarni tlak, R; a R, jsou hlavni poloméry ktivosti. Kapilarni tlak Ap a hlavni

poloméry kiivosti R1 a Rz jsou funkcemi vyskytu povrchu kapky v prostoru.

Pivodni zplisob provadéni této metody byl velmi pracny. Spocival v odecitani geometric-
kych parametri (Xa, Ya) prisedlé nebo visici kapky. Poté byly tyto parametry porovnavany

s tabelovymi hodnotami téchto parametrti.

Dnes se tato metoda vykonava piedev§im za pouziti pocitace. Je oznacovana jako ADSA
(Axysymetric Drop Shape Analysis). Diky ni miZeme zjistit hodnotu thlu smaceni, povr-
chového napéti, plochy povrchu kapky, poloméru kiivosti nebo poloméru obvodu smaceni.

Tento experiment je mozno provadeét i pii zvysené teploté nebo zvyseného tlaku [28].
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Obrazek 18: Geometrické parametry (xa, Ya) a) piisedlé b) visici kapky [28].

3.2.1.2 Semistatické metody

Tyto metody rovnéz spocivaji v dosazeni rovnovazného stavu, s tim rozdilem, Ze rovnovéha
je nestabilni. V prib¢hu zkouméni soustavy je nutné zvolit takovou rychlost, kterd bude
stacit k pfiblizeni se rovnovaznému stavu. Cilem je zkratit dobu méfeni, ale zaroven ziskat

vysledky, které se piiblizuji skute¢nym hodnotam [24].

3.2.1.2.1 Metoda maximalniho ptetlaku v bubliné

Do studované kapaliny je ponofena kapiléra, kterou je pfivadén inertni plyn pod postupné
zvySujicim se pretlakem p. Na zabrouseném konci kapilary se zane vytvaret bublina plynu
o poloméru r. Pfetlak v bubling je roven souctu hydrostatického tlaku a tlaku, ktery je po-
tfebny pro prekonani povrchového napéti. Cim vice bublina poroste, tim vice se zmensuje
polomér jejiho zaktiveni. Hodnota r je minimalni v okamzZiku, kdy bublina dosahne poloku-
lovitého tvaru. Tehdy je r rovno poloméru kapilary R. V tomto okamziku dosahuje tlak mi-

nimalni hodnoty:

p=h-p-g+=, (17)

kde p je hustota kapaliny, h je hloubka zabrouseného konce kapilary v kapaling, g je gravi-
taéni zrychleni.

Pokud se tlak bude dale zvySovat, polomér bubliny prudce poroste. V ur¢itém okamziku

bublina pfestane byt stabilni a odtrhne se [24].
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3.2.1.2.2 Stalagmometrickd metoda (metoda vazeni kapky)

Meéfeni je provadéno na zaklad€ urcovani stfedni hmotnosti kapky, ktera se plisobenim gra-
vitacni sily, odtrhne od zabrouseného usti silnosténné kapilary o vnéj$im povrchu R. Pred-

pokladem je, Ze tiha kapky je kompenzovana silami povrchového napéti.

mgd = 2nRy (18)

Ve skutecnosti vSak urcita cast kapky ziistane viset na konci kapilary. Neodtrhne se jen je-
dina kapka, ale spolu s ni n€¢kolik dalsich. Do rovnice je tedy nutné pfidat koeficient korekce

¢. Pti tomto méfeni se pouziva predevsim srovnavaci metoda [28].

3.2.1.3 Dynamické metody

Tyto metody se pouzivaji pfedev§im pro studium nerovnovaznych stavii povrchovych vrstev
kapalin. Je mozno také urcit rychlost ustaveni rovnovazné struktury jejich povrchu. Jako
priklad je mozno uvézt metodu oscilujiciho paprsku. Pfini je z eliptického otvoru vypoustén
proud kapaliny ve tvaru eliptického valce do vzduchu nebo do druhé kapaliny. Na tento
proud pusobi povrchové sily, které se mu snazi dodat tvar valce s kruhovym prifezem, a
setrvacné sily, diky kterym vznikaji pficné oscilace, pti nichz je postupné zaménovana kratsi
a delsi osa elipsy.

Délu viny 4 je mozné stanovit optickymi metodami. Hodnotu povrchového napéti je mozno

urcit z délky viny a objemové rychlosti proudéni.

Metodu je vhodné pouzit v ptipadé€, kdy neni kladen diiraz na ptesnost, ale jsou méreny

rychlé zmény v hodnotach povrchového napéti [24, 29,30].

At

Obrazek 19: Oscilujici proud kapaliny [27].

3.2.2 Vlivionti HS na povrchové napéti hyaluronanu

Ptidanim iontd HS do roztoku hyaluronanu dojde ke zméné povrchového napéti. lonty, které

jsou vice nalevo od CI™, snizuji povrchové napéti.
SCN™ <1~ <C(Cl0yf <NO3; <Br~ <C(ClOo3 <Cl” <BrO; <F <50;~

Kt < Nat « Li* = Ca?**



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Ty vice napravo povrchové napéti zvysuji. Povrchové napéti je ovlivitovano teplotou a ion-

tovou silou roztoku. S rostouci iontovou se hodnota povrchového napéti zvySuje.
SCN~ < I~ < ClO; < NO5 < Br~ < Cl05 < Cl~ < Br0;~ < F~ < S02~
K* < Na* < Li*t = Ca®*

Ty vice napravo povrchové napéti zvysuji. Povrchové napéti je ovliviiovano teplotou a ion-

tovou silou roztoku. S rostouci iontovou se hodnota povrchového napéti zvySuje.

Zavislost povrchového napéti na case
pro 1=0,01M; 1=0,1M; I= 0,5M pi¥i T=25°C pro HA_(NH4),SO,
75
74
73 S —o—0—0—90—0o—0—90—0—0-0—0o—0—v—v—o—wv—uv
72
” .\H—H*H_._._.—‘_‘w—H—H
70
69

68
67

povrchové napéti (mN/m)

0 50 100 150 200 250 300
¢as (s)

—e—HA_(NH4)2504_1=0,01M —e—HA_(NH4)2504_1=0,1M
HA_(NH4)2504_1=0,5M

Obrazek 20: Vliv iontové sily na povrchové napéti.

S rostouci teplotou povrchové napéti klesa [15]. V tomto piipadé bylo povrchové napéti

méfeno metodou Wilhelmyho desticky.

HA: zavislost povrchového napéti na teploté

§ 75

E 74 .\._'—.—.—0—0—-0—-0—0—0—-0—-0—0—-0—-._._.._._.

= 13 5

2 72

: D

&)

3 69

S 68

z 67

= 0 50 100 150 200 250 300
¢as (s)

——HA_Pure_20°C ——HA_Pure_25°C

Obrazek 21: Zavislost povrchového napéti na teploté pro HA.
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ZAVER
Cilem této bakalaiské prace bylo studovat vliv ionti Hofmeisterovy série na vodny roztok

HA, a to piedevsim z pohledu difuzniho procesu botnani, viskozity a povrchového napéti.

V ramci sekundarni struktury u HA jsou na fetézci HA patrné polarni a nepolarni ¢asti. Da-
sledkem této skutecnosti vytvari fet¢zce HA v roztoku statisticka klubka, jejichz tuhost je

dana ptitomnosti vodikovych vazeb.

Ptidavek iontd HS do vodného roztoku HA ovlivituje pohyblivost a pfizplisobivost fetézct
HA. Kosmotropni ionty podporuji hydrofilni interakce, coz znamend, Ze ptisobenim téchto
kuly rozpoustédla budou moci proniknout do klubka HA, které poté za¢ne zvétSovat sviyj
objem. Tento jev se oznacuje jako difizni proces botnani. Chaotropni ionty posiluji hydro-
fobni interakce. Paisobenim téchto iontl na fetézec HA dochazi k naruSeni vodikovych
mustkid s dipdly vody, nasledkem toho se zvySuje tuhost fetézct. Dojde k vysrazeni HA
(,,vysolovani®, ,salt out®). Interakce mezi ionty HS a fetézci HA jsou ovlivnény teplotou a
koncentraci iontli. S rostouci teplotou se zvySuje rychlost diftize. S rostouci koncentraci
iontl HS ve vodném roztoku HA, se zvysuje tc¢inek téchto iontd, charakteristicky pro dané

ionty.

U roztokt HA s pfidavkem iontd HS Ize mé&fit povrchové napéti. Kosmotropni ionty snizuji

povrchové napéti, chaotropni ho zvySuji. S rostouci teplotou povrchové napéti klesa.

Kosmotropni ionty zvysuji pohyblivost a ptizptisobivost fetézci HA, takze po jejich pii-
davku do roztoku HA dojde ke snizeni viskozity, naopak chaotropni zvySuji tuhost fetézct,

takze se tyto fetézce stanou méné ptizpusobivymi, viskozita roste.

Povrchové napéti je mozné méfit nékolika zplisoby. V ptipadé roztoku HA je moZné ho
méfit metodou Wilhelmyho desticky. Stejné tak existuje mnoho zptsobu, jak zméfit visko-
zitu roztoku, v tomto ptipad¢ je vSak idealni, aby tato metoda byla vhodna pro nenewtonské
kapaliny, protoZe se zvySujici se molarni hmotnosti, koncentraci nebo smykovou rychlosti
prechazi HA z newtonského chovani na nenewtonské. Pfi studiu nenewtonskych kapalin

jsou vhodné rota¢ni viskozimetry.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HA Kyselina hyaluronova.
CD44 Receptor HA, ktery hraje dulezitou roli v imunitnich procesech.

RHAMM Protein, ktery zprostiedkovava bunécnou hybnost a adhezi.

LYVE-1 Receptor HA, ktery se nachézi se na lymfatickém endotelu

HARE Receptor HA zprosttedkujici endocytdzu.

LAYILIN Receptor HA uplatiujici se pfi migraci bun¢k.

TLR4 Skupina bilkovinnych receptorii, kterd rozezndva nebezpecné struktury.

T-lymfocyty Druh bilych krvinek, ktery je podstatou bunécné imunity.

G2 faze V této fazi se bunka ptfipravuje na rozdéleni.
M faze Posledni etapa bunécného typu, jaderné déleni.
Da Dalton.

COOH Karboxylova skupiny.

Na* Kation sodny.

K* Kation draselny.

Ca® Kation vapenaty.

pK Zaporny logaritmus disocia¢ni konstanty.
Mr Relativni molekulovd hmotnost.

EM Extracelularni matrix.

HS Hofmeisterova tada.

F Fluoridovy anion.

SO4* Siranovy anion.

Li* Kation lithny.

KF Fluorid draselny.

| Iontova sila.
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Kl Jodid draselny.

Mw Hmotnostni primér molarni hmotnosti.

My Viskozimetricky pramér molarni hmotnosti.
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