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ABSTRAKT

Kyselina hyaluronova (HA) patri medzi vyznamné loilyméry \daka svojim charakteris-
tickym vlastnostiam. Sklada sa z disacharidovyaiingdiek N-acetyl-D-glukosamidu a
kyseliny D-glokurénovej. Nachadza sdudskom tele a svojimi viastngemi ovplyviuje
mnohé mechanizmy. VyuZiva sa hlavne v medicine mgrgvu rbéznych ligv

v oftalmologii, reumatoldgii, ortopédii, ale aj lietenie rakoviny. Tato praca je zamerana
na meranie viskozity hyaluronanu s pridavkami iémoMofmeisterovho radu, ktoré vyz-
namne ovplyiiuju chovanie hyaluronanu vo vodnych roztokoch. &fkodm i6onu sa meni

viskozita roztoku HA, ktora sa prave stanovuje.

KTracové slova: hyaluronan, viskozita, Hofmeisterov rad

ABSTRACT

Hyaluronan acid is important biopolymers due torabgereristic properties. HA is compo-
sed of disaccharides units N-acetyl-D-glucosamid Brglucuronic acid. HA occurs into

a human body and influences many biochemical mesiman It is use especially in the
medicine (drug development in ophtalmology, rheurogly, orthopaedic and cancer hea-
ling). This work is focused on the viscosity measnent of hyaluronan in water solution.

Viskosity of hyaluronic acid solution was stronglgpend on type of Hofmeister ion.

Keywords: hyaluronan, viskosity, Hofmeister serie
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UvoD

Kyselina hyalurénovéa je Veni zaujimavy a vyznamny biopolymér. Jel'me rozSireny
vd’aka jeho charakteristickym vlastnostiam, ktoréwaivaja hlavne v lekarstve. HA bola
objavena v roku 1934 Meyerom a Palmerom, a odvfgdghadza r6znymi vyskumami,
pri ktorych ziskavame stale nové informéacie o vijutbhto polyméru. Méze dosahava
vel'mi vysoké molekulové hmotnosti (aZ®Ialtonov), préom ponima vEmi velké mnoz-
stvo vody (stonasobok svojej hmotnosti) a vyskysgetakto v gélovej forme. Forma gélu
ma veky vyznam presloveka. Konkrétne, HA sa nachéadza v kolenndbelka spolu s ko-
lagénovou zloZkou pdsobi ako absorbent narazovémickak Kb pred opotrebovanim a
poruSenim. V takejto forme sa vyuZiva na vyrobgivi@roti osteoartritide, kde ma vynika-
juce vysledky pri ligeni tejto choroby. Ale taktieZ sa pouziva na preueproti opotrebo-
vani Kbov. Pri vysokych molekulovych hmotnostiach mé& Hhapnog pdsobi’ na rany

a liecit ich bez imunitnej odozvy. HA sa naviaZze na postibrmiesta a svojimi hydrofil-
nymi (€inkami dostava vodu z rany, a taktiez aj zapaléasti. V najnovsich vyskumoch
sa potvrdilo, Ze HA méze vplyvaj na bunky wudskom tele. Poklaby sa vyskum posu-
nul ove’a d’alej a naozaj by sa dal vytvénmechanizmus, ktorym by sa HA s prisluSnymi
zlozkami dostala, a zmenila tak chovanie bunkymdagxpresnym vyuzitim gélu spésobu-
juci Geinnd imunitnd odozvu, bol by to Viey prinos. HA sa pri spracovavani prevadza
na roztoky a v roztokoch podlieha degradacii. Psatpridavaju idny, ktoré zaligu pra-
ve tymto degradaciam. l6ny, ktoré boli v tejto prdouzité, patria do Hofmeisterovho ra-
du. Praca je zamerana na meranie viskozity pridavkanov z Hofmeisterovho radu

a skumanie vplyvu na zmenu viskozity daného roztaku
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1 POLYSACHARIDY

Polysacharidy su tvorené z makromolekukdmou z viac ako desiatich sacharido-
vych jednotiek. SU najviac rozSirené organické p@y ziskavané biosyntézou z réznych
rastlinnych a ZivéiSnych zdrojov. Su zaujimavé pre svoje vlastnosirganickom tele.
Maju obnovitény charakter, ale mézu sa aj rozkl&d&u dostupnédiaka ich nizkym ce-
nadm a daju sBahko prevadzado inych foriem (derivatov). PouZivaju &sto vo vodnom
roztoku [1, 11].

Pod’a zloZenia sacharidov roZtlgeme homopolysacharid (@zec je tvoreny rov-
nakym druhom polysacharidovych jednotiek) a hetelygacharid (réazec je tvoreny roz-
nymi polysacharidovymi jednotkami). Jednym z naimegich polysacharidov je ,glukan®,

ktory je tvoreny z réazcov glukdzy [2].

Z hradiska umiestnenia glykozidickych véazieb rozoznayawlysacharidy linearne
(napr. celuléza) alebo vetvené (napr. glykogén)ydaaharidové zlkkeniny maju vémi
¢asto trivialne nazvy, pripadne sa tvoria aj senisyatické nazvy. Na konci nazvu dava-

me — ,0zid" a zl@eniny rozliSujeme predponau alebop- (glykozid) [2].

Pokid’ déjde k tomu, Ze sa aj druhy monosacharid viaZzeveppu glykozidickou
skupinou, nastane situacia, Ze sacharid uz raisu vd’nud hydroxyskupinu, a tym straca
svoje redukné schopnosti. Hovorime, Ze takéto sacharidy sédogujice a predlZzovanie

retazca dochadza ¥8inou prave na tejto neredukujucej strane [1].

Polysacharidy maju zasobnu a stavebnu funkciu aroegnoch. Medzi najznamej-
Sie polysacharidy patri hlavne celuldéza, Skrobylim pektiny, chitin, kyselina adipova,
kyselina hyalurénova, a.i. Celuléza sa vyskytujgrivode a podika sa na stavbe bunkovej
steny. Celuldza je v telazko odburatna. Skroby (amyla) su tvorené glukézou, viazanou
a- glykozidicky, obsahujuc aj Va sprievodnych latok (lipidy, proteiny). Opakuju jed-
notky amylozy (tvori linearny razec) a amylopektinu (obsahuje vetviace jednoisg-
Sina Skrobov sa pouZiva v potravinarstve, a tolSkemiakovy, kukutiny, pseniny, ry-

Zovy, a.i [2].
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2 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA) patri medzi ZiiSne polysacharidy, nachadza sa
v uréitom mnozstve Yudskom tele. Vyskytuje sa aj v niektorych patog&hnlyaktériach,
ako je Streptococcus a Pasteurella [2]. @pgv Struktary bunkovej steny, nachadza sa
v koZi a v stenach kapilar. Kyselina hyalurénovagskytuje v kolennom mazive vo forme

gélu. V takejto forme sa chova HA ako pseudoplkétiorapalina [5].

2.1 Chemicka Struktura kyseliny Hyalurénovej

V roku 1934 Karl Mayer popisal celkovu Struktarpraces izolacie nového glyko-
zidaminogykanu zo sklovca oka a pomenoval ho Jkyaehyaluronova“. Je to prirodny
polysacharid a dnes je nazov tejto makromolekabto pouzivany ako sodnd’se,hyalu-
ronan“ (HAn). V tom¢ase bol hyaluronan izolovany z ré6znych zdrojov, gkaklovec,
pupaina Snura, koza, synovialna tekutina a kohuti hredkeVyznamny bol objav v ramci
vyroby hyaluronanu z baktérie Streptococci [3].

HA je dlhy, polyanionicky a linearny polymér s opgikcimi sa disacharidovymi
Strukturami [15]. Skladad sa zo zakladnych jednoti2iglukurénovej kyseliny a D-N-
acetylglukozaminu, ktoré su navzajom spojené djimimi sap-1,4 ap-1,3 glykozidic-

kymi vazbamigo tvori primarnu Struktdru.

Obr. 1 Monomericka jednotka kyseliny hyalurénoveg]

CH,OH

H3C

Patet disacharidovych jednotiek v celej hyalurénovepolekule méze narés
do hodnoty 10 000 aj viac a méze dosatiavalekularne hmotnosti 4.3@altonov [3].
Vysoké hodnoty molekularnej hmotnosti preukazujgokyl viskozitu a vyborné lubrika

né vlastnosti vo vnutri tela [16].
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Vo fyziologickych roztokoch je zakladom hyaluronpweolekuly kombinacia che-
mickej Struktury disacharidu, vnutornych vodikovyddwieb a interakcii s rozpiadlom.
Molekuly kyseliny hyalurénovej sa mézu zoskup®¥pecifickymi interakciami vo vode

do zosi€ovanych foriem, uz pri nizkych koncentraciach .

Fyzikalnochemické vlastnosti boli vysvetlené okadu 1950 az 1960. Razce su
dihé, v roztoku kladené nadhodne a rozvetvené. Mddsahové rozmery az 500 nm.

Pri koncentracii asi 0,1% sutezce zapletené medzi sebou a vykazuja vysoku iskoz

[4].

2.2 Strukttra HA v roztoku

Aj napriek Setdesiatrénému vyskumu bola Struktara HA v roztoku stale diak
bilna. Po dlhom skdmani De Smedt a kol. a Scotblazosumarizovali vSeobecné vlast-
nosti HA pomocou nuklearnej magnetickej rezonanpréestor-vypnajicim molekular-
nym modelom a p#itatovou simuléciou [6, 7]. Scott a kol. stanovil Stk HA, ktoré
zahna 5 vodikovych vazieb na kazdu jednotku disachaaigdskovitu jednoduchu Spiralu
HA. Zistili, Ze Spirdla HA ma dve strany totoZzné& antiparalerné. Na Spirédle sa nachadza-
ju hydrofébne miesta z 6smych alebo deviatich -8kdipin, ktoré sa rozprestieraju
na troch susediacich jednotkach sacharidu. Predgakba, Ze prave tato vlasthiaea

za nasledok vzajomného pbsobenia s lipidmi a memalonavo vode [6].

HA vo vodnom roztoku mézeme charakterizOwko zmenu z newtonovskej kva-
paliny na nenewtonovsku, v désledku zvySujucej séekulovej hmotnosti, koncentracie
a Smykovej rychlosti. Takyto roztok ma nasledngydgie visko-elastické vlastnosti, ktoré
su zavislé od pH a ionovej sily prostredia. dajSou vyznamnou vlastnésu v tkanivach

je spajanie sa s vodou za vzniku gélovych sustéy [1

Axialne nepolarne vodikové atdbmy tvoria nepolamgyativne hydrofébny povrch,
zatid’ ¢o ekvatorialna strana tt@zca tvori viac polarny, hydrofilny povrch, v dédku
¢oho sa vytvara skratena pasova Struktira. MolekAasi osvojuje rozpinavu, ndhodne

Spiralovitu Struktaru vo fyziologickom roztoku, kfozabera vami vel’ku oblas [3].

Hydrofébne miesta podporuju vytvorenie sieti alagich nahromadenin. V HA

Strukture existuju miesta s prekryvajacim vzajomnydsobenim, kde kazda HA molekula
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sa spdja a viaze k antiparalernej molekule predwselza sebou. Molekuly st spojené po-
mocou sekundarnych valencii a takato Struktureoyenélne ekvivalentna s beta rovinou
[6].

Reologické vlastnosti HA roztokov sulwei citlivé na zneistenie, ktoré moze Isy
spbésobené pritomntsu bielkovin. Milas a spol. pri svojej Stadii poudii HAn z bakte-
ridlnych zdrojov, priblizne rovnakej molekulovej btnosti a snaZili sa minimalizova
pritomnos bielkovinového nahromadenia zo zvieracich zdrojpespeli k nazoru, Ze
HAnN poskytuje ucelenu informéaciu o viskozite. Derswavali, Ze roztoky HAn su visko-
elastické tekutiny a viskozita je zavisla od koric&rie, ¢o je typické pre polyelektrolyty

s nadbytkom soli [5].

Tieto vysledky boli porovnané s predpokladmi jedicddych teorii. Polyelektrolyty
s nadbytkom soli su podobné s nabitymi polymérndiobrom rozpi&adle. Pre zriedené
roztoky, kde viskozita rozpéi&dla iba jemne zmeni pritomngsolyméru, plati Hugginso-
va rovnica [6] ( rovnica popisujuca zavisfagedukovanej viskozity na hmotnostnej kon-

centracii polyméru [19]):

n e =[n]+k,nfc. @)

kden i/c- redukovana viskozita- koncentracia polyméru

Molekula HA sa taktieZ v roztoku chova ako zapamabity polyelektrolyt, pretoze
obsahuje vo svojej Strukture disociované -COOH skupPotom jej konformacia, tvar,
rozmery a stupe hydratacie zavisia na stupni disociacie. Stupésociacie je ufeny

pH, ibnovou silou a povahou pritomnych, kladne tyabiionov [6].

2.3 Vyskyt kyseliny Hyalurénovej

Kyselina Hyalurénova je pritomna v tele kazdého®taa, a taktiez v Struktlre niektorych
patogénnych baktériach ako: Streptococcus a PafiteuHA je zlozka medzibunkovej
Struktury (extracelularny matrix) vo &ine tkaniv a v niektorych tkanivach je hlavnou
zloZzkou. Vo vySSich koncentraciach sa nachadza. nakoh®om hrebienku, v sklovci

oka, v puponej Snare a kozi. V niektorych tkanivach tvori Kyse hyaluronova podstatnu
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stavebnu zlozku. V chrupavke vytvara zhluky agrekarioto makromolekularne zloZzenie

v Strukture udrzuje pomocou Specifickych, hyalundmbielkovinovych interakcii [4].

Je vyznamnou zlozkou kolagénu. Kolagén je extrd@ela, vo vode nerozpustna
bielkovina. Svoju Ulohu pIni v spojivovych tkanivaako stavebna hmota. Vo forme kola-
génovych vlakien sa nachadza v tele cicavcov, lkankrv pokozke,I'achach, kostiach
zuboch a v chrupavke. Molekula kolagénu je tvoraménokyselinami glycinom, proli-
nom, hydroxyprolinom a hydroxylysinom. Vyuziva savyrobu gélu ako material pre vy-

robu chirurgickych vildkien, v plastickej chirurgiiv kozmetike [8].

Najv&si zdroj hyaluronanu je v kozi, u dospelétaveka celkovo az 8g. Hyaluro-

nan sa taktiez nachadza vo vnutri rozmnoZovaaiciek [6].

2.3.1 Funkcia kyseliny hyaluronovej v synovialnej tekutire

Vysokomolekularna HA je zodpovedna za visko-el&stiglastnosti v synovialnej
tekutine, ktora p6sobi ako mazivo a absorbent zo&ragasne [9, 24]. Kyselina hyaluro-
nova pokryva povrchikovej chrupavky a zdfa priestor v chrupavke medzi kolagénovy-
mi vlakenkami a sulfatovymi proteoglykanmi. HA pd@podobne chrani chrupavku
pred opotrebovanim a zakige strate proteoglykanov z chrupavky do synowhbprie-
storu. Svojou pritomndsu udrZuje potrebny a optimalny obsah zloZeniamdwky. Kyse-
lina hyalurénova taktiez napomaha zabtgmieniku zapalovych buniek dddového prie-

storu [9].

V akutnych a chronickych zapalovych procesoitfuksa poet HA molekil zmen-
Suje a zaroviesa paet buniek v kbovom priestore zv#uje. Obsah HA, glykozaminogly-
kanov a keratan sulfatu je niz3i v synovialnej tetaikolenného fou trpiaceho osteoporoé-
zou ako v zdravomike. HA sa v synovialnej tekutine viaZe na chondipeypodporuje

tym tvorbu chrupavky [9].
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3 REOLOGIAAVISKOZIMETRIA

Jednou z metdd charakteristiky HA v roztoku je g a viskozimetria. Pod po-
jmom ,reoldgia“ rozumieme Stadium deformécie a takaterialu. Rozvoj reoldgie sa u-
rychlil v druhej polovici dvadsiateho sta@ia, kde sa rozSirilo hromadné pouZzivanie poly-

mérovych systémov a kladli sa podmienky na pripraaterialu [10].

Cisto viskdzne kvapaliny s také, ktorych reologic#avanie je opisané rovnicou
[20]:

T=n,(Y) V. (2)
kdet — Smykové napatia); - zdanliva viskozitay - Smykova rychlog

V mechanike nestitel'nych newtonovskych kvapalin je viskozita)(chapana ako
materialova konStanta v Newtonovom visk6éznom zaké&twra charakterizuje mechanické
aspekty pradenia pri itej teplote a tlaku. Tieto materialové konStaniyreprezentované

Navier- Stokesovymi rovnicami:
p(ov; 0t +v,0v, /0x; = g,) = —0p/dx, +1d°V, /asz, (3)

ktoré je mozné zisKasubstiticiou Newtonovho visk6zneho zakona do Cguzipohybo-

vej rovnice [9]

10,,
-———(r°T,)=0 4
2 ar( 0) (4)
Viskozita je miera odporu tekutiny deformae\vsa pod vplyvom Smykovych napati,
alebo aj miera vnutorného trenia tekutin. Je zavisl teplote a je mozné meéndskozitu

kinematicku a dynamicku [10].

Meranie newtonovskych kvapalin zavisi na stanow&sioznej funkcie v oblasti,
kde plati Newtonova visk6zna hypotéza a stanovaraeerialovej konstantyy, ktora je
parametrom Navier- Stokesovej teorie. [0 je experimentélne stané\dmykovua rych-
lost aj Smykové napétie a potom tieto hodnoty sprataatidaj o viskoziteDalej nam
post&i skut@nog’, Ze pri pomalom rezime pradenia je pomer hnadgpsi rychlosti toku

amerny viskozite [10]

Viskozimeter, ktory je mozno pouZivytokovy, s padajucu didou a ponorny ro-
tacny [10].
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Zo skalarnej defirinej rovnice ,0 =ny “ plynie rozmer:
[7]= Pas=Nsm? =kgm™.s*=10gcm™s™* =10P (5)

Pri skimani viskozity koloidnych systémov (koncemémé lyofilné suspenzie, e-
mulzie, polymérne roztoky) doSlo k zisteniu, Ze eaamé hodnoty v zavislosti ha spésobe
merania sa mozu li8iaj o dekadickeé rady. Tuto odliSnoe mozné vysvetli nelinearnou

zavislogou Smykového napétiag,” na Smykovej rychlosti y“ [10].

Zakladnym rozdielom medzi newtonovskymi a nenewtskgmi kvapalinami je
v linearnej zavislosti Smykového napétia a Smykowehlosti. Newtonovské kvapaliny

maju tuto zavislaslinearnu.

HA sa v roztoku chova ako nenewtonovska kvapalitesahuje vysokd hodnotu
viskozity. Je to spésobené vysokou molarnou hmdtmgskoncentraciou a zavisi to tak-
tiez od i6novej sily prostredia [14].

Skalarnu funkciu skalarneho argumenm 5 g(y “ j@ treba chapako materialo-
v( vlastnog. Uvahy pre limitné chovanie prey,— “p(kde makroskopicky pohyb je pre-
kryty pohybom Brownovym) alebgs — o, (kde elementy s makromolekularnymi roz-
mermi nadobudli svetelnu rychi)ssu nedostatmé pre vyjadrenie fyzikdlneho zmyslu

a pouZzivaju sa skor pre kvalifikaciu roznych typmnewtovoského tokového chovania.

Visk6znu funkciu je mozné vyjadriaj pomocou premennych: ,fluidita“@) alebo ,disi-

pancia“ (¢):
n=oly p=ylo ¢ =oy (6)

Medzné idealne plastické chovanie je situacia,pgadpod kritickym napatim mate-
riédl neteie, ale pri kritickych podmienkach méze materi&lati s'ubovd’nou Smykovou
rychlog’ou [10].

Visko-plastické chovanie je charakteristické prdoldné suspenzie a emulzie
s vysokym obsahom dispergovanej fazy, ale polyméatoky a taveniny vykazuja limit-
né newtonovské chovanie o oblasti vysokych ajéemire nizkych Smykovych rychlosti

[16].

o=lmay)  n.=lma() ™
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Dobrym  prikladom nenewtonovskych kvapalin su peplastické kvapaliny.
U nich viskozita klesa s rasticou Smykovou ryctfios Mieru pseudoplasticity je mozné

uréit pomocou indexu toko:

n=dInJ:dIn/7+1=1/[dln/7j:dlnqo_1 ®)
diny diny dino) diny

Pod’'a vz'ahu plati, Ze n=1 (newtonovské chovanie) an=0 (idealne plastické chovanie)
[10].

Nenewtonovské kvapaliny mézeme mntetan takymi pristrojmi, ktoré umdaiju
realizova kinematické podmienky Smykového toku, stanovenieyk®vej rychlosti
a Smykového napatia z primarnych dat experimerialibratnych charakteristik pristroja
[10].

Kyselina hyaluronova sa pri vysSich koncentraciéblbbva ako nenewtonovska
pseudoplasticka kvapalina. Je to spdsobetiéyae sig’ovanim ré&azcov a vysokou hyd-
rofébnou vlastna®u. HA je schopna prijaniekd’konasobné mnozstvo rozpasila (az
stonasobné) a dosahdvaritom vysoké hodnoty viskozity (2@altonov). AZ pri nizkych
koncentraciach sa &iae roztok HA chovéako newtonovskéa kvapalina. Tieto koncentracie
musia by vSak vémi nizke, lebo uz pri obsahu 0,1% HA v rozfade je roztok dosta-

tocne viskdzny a na Ubbelohdeovom viskozimeétiiko meratény [13].

Koncentracia HA v tkanivach jeasto vysSia ako v jednotlivych molekulach, udr-
Ziavajuc si svoje rozSirené priestorove Struktdfymnohych pripadoch je hyaluronan
usporiadany v rdmci medzibunkového  priestoru pamuodpecifickych interakcii

s ostatnymi makromolekulami v tomto priestore [3].

Vysokomolekularny hyaluronan pri vysokych koncecitiéh v roztoku (napriklad:
5 MDa a pri koncentraciach vyssich ako 0,1 mgfmidye formova zapletené nadmoleku-
larne, terciarne a kvartérne Struktlry pomocouicgt@ch interakcii a moze taktiez formo-

vat’ samotné spojenia medzi molekulami a v ramci jddiyah molekal [3].
V druhom pripade sa mb6ze vyskytnlked’ plocha hydrofébneho povrchu zéklad-
nej pasovej Struktury interaguje @am spdésobom s hydrofébnym povrchom na porovna-

tel'nej ploche inej molekule hyaluronanu alebo v it&5ti tej istej molekuly. Také siete
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vykazuju rozdielne vlastnosti, akoby vykazovalilm@né molekuly hyaluronanu. M6zu
odolava’ prudkym kratkodobym tokom tekutiny cez t5i@ tym vykazuju elastické vlast-
nosti, ktoré moézu rozlogiz&azoveé a Smykove sily v ramci siete. Na druhej strdihodo-
by, pomaly tok tekutiny mézéiastatne oddeli, usporiadé molekuly a dovbuje pohyb

a prejav viskdznych vlastnosti [3].
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4 APLIKACIA HAV MEDICINE

Vyuzitie HA v medicine sa objavilo uz v $desiatych rokoch produktom ,Hyal-
gel” (liecenie lokalnych popalenin, koZznych vredov). Postupagla svoje umiestnenie aj
v inych vyznamnych oblastiach. Klinické vyuZiti®AHe klasifikované z badiska jej din-
kov a vyuziténosti vo viskdznej chirurgii, na ochranu citlivytkaniv, vygnanie tkanivo-
vych priestorov, na regeneraciu po operacii, naaremie nadmernému vytvaraniu jaziev,

nahradenie synovialnej tekutiny, a mnoho inych [11]

V oftalmologii je HA hlavhym komponentom sklovcd’aka jej visko-elastickym
vlastnostiam. Jej funkciou je nadhrada alebo vynmekbavitej tekutiny stratenej @gas ope-
racii (sivy zakal, implanticia SoSoviek). Momen&ja na trhu uz mnoho dostupnych pre-
paratov na baze hyaluronanu a v najnovsej Stadlidglea a spol. dospeli ku kombinacii
hyaluronatu sodného a hydroxy-propylmetylovej a&ty| zvanou ,VISC26“. Tato zmes
spiha najoptiméalnejSie poziadavky pre vyuZitie vyrobdko oftalmologicky chirurgicky
prostriedok [11].

Druhou hlavnou aplikaciou HA je v ortopedickej chiii a reumatologii. Vyuziva
sa na visk6znu suplementéacillbév postihnutych artritidou. Artritida je chorobasgihuju-
ca Kby, zv&Sa starSiwas’ obyvatdstva. Spésobuje boles meravos postinnutého fou,
a ma za nasledalasté degenerativne zmengalSich organoch (jdica, srdce, cievy). Mo-
lekularna hmotnasHA v synovialnej tekutine zdravéhidoveka je okolo 2-7MDa. Pro-
dukty s vysokym &inkom obsahuju zhruba rovnaké mnoZzstvo HA, &elige tak preukaza-
lo, Ze vnutro- koové pdsobenie HA zlepSuje symptomy osteoartrigighodida sa na ob-

nove maziva svojimi visko-plastickymi vlastnasni [11].

Ako d’alSie mbézeme spomefntHA a jej Einky v otolaryngolégii. Je uz zname, ze
HA sa vyskytuje v celom tele v roznych koncentrébidNajva@Sie koncentracie mdézeme
najg’ napriklad v Specialnych tkanivach, ako su hlasivignovialna tekutina, pupoa
Snura a chrupavka. Tu ovplwje rozlicné funkcie v rdmci jej fyzikalnych vlastnosti.
V hlasivkach ma ulohu pri vibéaych pohyboch a vytvarani hlasu, kde osmotickyns; v
ko-elastickymi a vyphajlacimi vlastnogami ovplywviuje hrabku hlasiviek. Derivaty HA
napomahaju ligeniu zranenych hlasiviek. Modifikaciou molekulogtjuktiry HA sa zvy-
Sila jej zivotno$ doby pritomnosti v hlasivkach a vyuZiva sa talie&enie poruch hlasi-

viek. Tato modifikacia je na zaklade pim®-vazbovej HA [11].
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Pripravky z priéno-vazbovej HA su v s@asnosti uz bezne pouZzivané, napriklad
na vyhladzovanie vrasok a jazievéitky HA gélov si nasli uplatnenie v kozmetike (pro-
dukty zaloZzené na kolagéne). HA poskytuje pozaddwasticitu na miestach, kde je in-
jektovana, ako su vrasky na tvari, jazvy, hlasivkogkonstrukcia alebo podpora zviara
vého svalu. Vysledky pouzivania boli v porovnamiynmi komegnymi produktmi vémi
dobré [11].

Shu akol. popisal vyvoj neobvyklého gme-vazbového hydrogélu zaloZzeného
na HA, injektovaného priamo do spojivového tkanikde preukazal vyuzitie hydrogélu

na regeneraciu tkaniv [23].

Pripravky s vysokomolekularnej HA podporuju hojerée, Zilovych vredov na no-
hach, atieto pripravky sa oswéddaj v lieceni chronickych poraneni. HA svojimi anti-
oxidatnymi vlastnogami slizi ako protizapalovéa zloZzka obvézovych matev [10]. Je-
den z vémi vyznamnych produktov na hojenie ran je produMlyipdine“. Ma Siroké
uplatnenie v ligeni, cisteni a hydratacii hlbokych ran a koZznych defekid® zloZeny
Z hyaluronatu sodného, jodu a jodidu draselnéhe, dldavky j6du zabiaju rychlemu
rozkladu hyaluronatu sodného baktériami z okoliayraHA je telu vlastna, preto sa pri-

pravok vé&mi dobre znasa, a to je zaklad UspesSnélkieria [21].

4.1 HA arakovina

V poslednych rokoch sa vyvoj vyuzitia HA v medicimasunul vémi d’aleko. Hya-
lurénova kyselina ako biopolymér s vynitmym biofyzikalnymi vlastnagami, prispieva
k Struktare mimobunkového priestoru a k priestorouyomeostazam. Pri &isnych Stadii
sa zistilo, Ze HA pésobi na spravanie buniek vaivnéla. HA je schopna vytvéafanter-
akcie s bunkami s abnormalnym spravanim (bunkitidsty rakoviny) mechanizmom, kto-
ry vSak eSte dnes nie je Uplne popisany. ZgdaZname, Z¢as’ou mechanizmu je trans-
dukcia signalov vznikajica v hyaluronanovych CD4RHMAMM interakciach Dalie me-
chanizmy nie s eSte zname, a preto mézemedka’ nad’alSie prispevky Stadii. Da sa
konStatové, Ze HA dokaze ovplyviia zmeni vnutrobunkové zloZenie a naponidiece-

niu postihnutych buniek rakovinou [12].
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5 HOFMEISTEROV RAD

HA sa pri svojom spracovavani prevadza do roztokbroztokoch, ale podlieha
degradécii &inkami teploty, zloZzenim roztoku a pH. I6ny Hofmerstvho radu maju lyot-
ropicky efekt, svojimi Ginkami expanduju zapletené Spirdly a roztok prdebado formy
gélu. Takto zabtauje degradacii polyméru a podporuje jeho roZpaie v rozpugadle
[14].

Rakusko-nemecky chemik Franz Hofmeister sa pretistavjou radou soli. Bol to
jeden z prvych vedcov, ktory sa zaoberal vyskumoatefnov. Studoval vplyv vybranych

iGnov na zmenu Struktdry proteinov.

Soli (respektive iony) z Hofmeisterovho radu majaly efekt na rozpustnésproteinov,
v dosledku toho aj na ich Struktaru (sekundarmejdenu a kvartérnu) a hlavne na stabilitu

daného proteinu [22].

Hofmeisterov rad (lyotropicka séria- poradie schugihionov premerti sa na ,salt-out"
alebo ,salt-in“ proteiny) je povazovana za ionyorét maju typicky, iGnovo-Specificky
vplyv na polyméry vo vodnom systéme. Poradie Hasteeovych aniondv a katidbnov
[14]:

SCN <™ <CIO, <NO; <Br” <CIO; <Cl" <BrO; <F~ <SQ,

K*<Na" <<Li* =Ca* <Mg*

Andny na konci radu zvySuju povrchové napatie rozta znizuju tak rozpustnds nepo-

larnych ,salt-out* molekulach, efekt tak zasije hydrofébne interakcie.

Na za&iatku radu zase andny zvySuju rozpustnospolarnych ,salt-in“ molekul a oslabuju
hydrofébny efekt. Takéto soli maju schoptidsned’ interagovéd s proteinmi a Specificky
sa s nimi spaja U katiénov je to tato skutaog’ opana, na z&iatku maju iébny hydrofob-

ne (Einky a na konci hydrofilné. [22].
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6 POUZITE MATERIALY

V tejto préci bol pouzivany hyaluronan (triedy 1868D1) s molekulovou hmot-
nog’ou 630 kDa, ktory bol poskytnuty od firmy CPN sp&lr.o., Dolni Dobrot1 Hyaluro-

nan sa pripravoval v rozpfgdle: destilovana voda (B).

Meranie bolo prevadzané za pouzitia ionov z Hofteeiwho radu, ktoré su &g’ou zIU-

cenin: jodid draselny Kl (Riedel-da Haén Assa®,5%)
fluorid draselny KF (Fluka Assay >99,5%)
chlorid sodny NaCl (Fluka Assay >99,5%)
chlorid horgnaty MgCh (Fluka Assay >99,5%)

Chemikalie su Standardn@gtoty.

6.1 Priprava vzoriek a podmienky merania

Bol pripravovany roztok hyaluronanu v destilovangpde pri lonovej sile:
»I= 0,05 mol/l* a nechaval sa mieSa&sinou 24 hodin pri laboratérnej teplote 22°C. Pod-
'a vzorca lonovej sily sa dopitali prislusné pridavky ztieniny. Bolo odpipetované 20 mi
roztoku hyaluronanu a pridalo sa prisluSné mnozshieniny. ZamieSany roztok sa vlial
do Ubbelohdeovho viskozimetra. Viskozimeter bol lddke umyty a pripraveny na mera-
nie. Roztok sa temperoval v temp®rej vani a meral s&as prietoku kvapaliny. Meranie
bolo prevadzané pri 25, 30, 35, 40 a 45°C. KaZdyamok zl&eniny bol merany 7-krat a

prislusné vysledky boli pouzité na vyhodnocovanie.

6.2 Metody

Skleneny Ubbelohdeov viskozimeter sa pouziva nangj8ie meranie viskozity
newtovskych kvapalin s viskozitou od 2180 20 Pa.s. MA tri ramena. Merana kvapalina
sa vleje do Sirokého ramena tak, aby hladina kuapakeprevySovala ozidané rysky. Po-

tom pomocou baléniku naplnime mernd banku na ramdegame od vyzngenej rysky
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po rysku. Uplatuje sa tu hydrostaticky tlak kvapaliny. Zakladomjeranietasu prietoku

testovanej kvapaliny s hustotpukapilarou (s priemerom 0,46mm) aigkbu (L).

Ubbelohdeov viskozimeter sa pouziva na meranienkatiekej viskozity, kde pomocou
nameranéh@asu prietoku testovanej kvapaliny a konStanty danéskozimetra, ziskame
vypoctom kinematicku viskozitu roztoku. Kalibfaa konStanta je udana na liste spolu so

svetlog'ou kapilary v baleni [10].

Newtonovské kvapaliny && laminarnym tokom. Ide o posuvanie jednotlivyck-vr
tiev po sebe, kde sa upiafe vnutorné trenie. Trecia sila, pésobiaca medaivickami, je

umerna vékosti stygnej plochy ,,S* a ,gradientu rychlosti“ [20].

Obr. 2 Ubbelohdeov kapilarny viskozimeter [20]

1 - odvzdugovacia rurka vytokovej banky,

9] M, 2 - odvzduBovaci otvor zasobnej banky,
| | 3 - plniaca rurka,

8] M,
4 - zberna banka,

7 \‘-~ hs

—

5 - vytokova banka,

6 _,ﬁd 6 - vytokové Ustie kapilary,
7 - kapilara,

5 M

8 - odmernéa banka,

9 - zasobna banka
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7 VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyv samostatnych ionov mézeme vitie uvedenej talike a grafoch zavislosti

kinematickej viskozity na teplote. Kinematickakogita sa péitala pomocou vzorca:

v =At, [m?s™] 9)
kde v - kinematicka viskozitaj- konStanta viskozimetré, cas pretéenej kvapaliny
KonStanta A" je udavana pri kazdom viskozimetri, v tomto pdpama hodnotu:
A=0,002994m?s™

Namerané hodnoty prietoku kvapaliny pri réznychd&gh boli spriemerované a pouzité

na vypaet kinematickej viskozity.

Tab. 1 Vypgitané hodnoty spriemerovany&asov prietokwistej HA

Cista HA
Kinematicka
Teplota (T) viskozita (m’s™)
25 7,814.10°+ 0,006
30 7,162.10° + 0,004
35 6,60.10°+ 0,01
40 6,224.10° + 0,006
45 5,249.10°+ 0,006

Obr. 3 Zavislos viskozity ¢istej HA na teplote

Zavislos t’ kin. viskozity €istej HA na teplote

7,1616

kinematicka viskozita

25 30 35 40
teplota(C)
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Z danych udajov je zrejmé, Ze viskozita 0,05 % HAstUcou teplotou klesa a roz-

tok meni viskozitu.

Pridavkom iénu do roztoku HA sa meni Struktléa. pomaha vytvoti¢o mozno
najvhodnejSie usporiadanie molekul HA a roztok géop viac viskoézny. UZ pri pripravo-
vani roztoku bola zrefea zmena viskozity roztoku. Porovnavali sa jeduétlpridavky
ionov vziadom na Hofmeisterov rad. Zmenu viskozity pridavkmgadnotlivych ionov
mézeme vidié v nasledujucej talike a grafoch, kde sa porovnavali anidny a katidny

z Hofmeisterovho radu:

Tab. 2 Vypd@itané hodnoty viskozity z prislusnych spriemerowdrasov prietoku kvapa-

liny s pridavkom iénu

KI KE NaCl MgClI®
Kinematicka Kinematicka Kinematicka Kinematicka
Teplota (T) viskozita (m’s™) viskozita (m’s™) viskozita (m’s™) viskozita (m’s™)
25 1,469.10°+0,002 | 1,553.10°+0,005 1,525.10°+0,004 | 1,436.10°+0,004
30 1,339.10° + 0,002 1,379.10°+ 0,006 1,375.10°+ 0,003 1,299.10°+ 0,008
35 1,224.10°+ 0,003 1,246.10°+ 0,002 1,234.10°+0,002 | 1,154.10°+0,005
40 1,120.10°+ 0,002 1,152.10°+ 0,002 1,150.10°+ 0,003 1,066.10°+ 0,001
45 0,992.10°+ 0,003 | 1,014.10°+0,002 1,005.10°+ 0,002 | 0,949.10°+ 0,004

kinematicka viskozita

Obr. 4 Graf zobrazujaci anidony z Hofmeisterovhdua

avislos t’ viskozity jednotlivych i6nov na teplote

1,6 -
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30 35
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40
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Na grafe vidime, ako postupne klesa viskozita ficas teplotou. Je zname, Ze
fluér lezi v Hofmeisterovom rade aniénov na pras&pne, a preto podporuje v roztoku
HA hydrofébne interakcie. Najmenej rozpasroztok a viskozita je s porovhanim vysSia.
Jod lezi Yavo radu a vyvolava naopak hydrofilné interakciet® vyp@itana viskozita ma

mensSie hodnoty.

Obr. 5 Graf zobrazujuci kationy z Hofmeisterovhdua

islos t’ viskozity jednotlivych iGnov na teplote

1,6
1,4
1,2

0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2

(m*s™)

kinematicka viskozita

teplota ()

Na obrazku zavislosti viskozity kationov na teplotelime klesanie viskozity
s rastucou teplotou. Sodik lezi v poradi Hofmetsteo radu nd’avej strane a namerana
viskozita je preto vyssia ako Mg Sodik teda podporuje viac hydrofébne interakicier-

¢ik vyvola v roztoku HA hydrofilné interakcie, a poge viskozita mensSia.

Meranim sa potvrdilo, Ze ibny Hofmeisterovho radajimzna&ny vplyv na roztok

HA, pretoze ich pritomndsu zniZili viskozitu roztoku skoro sedemnéasobne.
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ZAVER

I6ny Hofmeisterovho radu pdsobia na Struktiru malekHA a zmena viskozity zavisi
od toho, v akefasti radu soli sa dany idbn nachadza. Zda sa, ieazce zanu rozbdova

a voda sa dostava do vnutra klbka Kifnaopak.. 16ny podporujuce hydrofilné vliastnosti
spbsobia, Ze HA sa lepSie rozpg@sSvo vode a zniZuje sa viskozita. Vplyv kladnych
a zapornych iénov je mozné pozoréve obrdzkoch 4. a 5. Vyhodnocovanim viskozity sa
zistilo, Ze z radu soli, ktoré boli pouZité, najvianizuje viskozitu roztoku HA Mg

zo skupiny kationov a najmenej anién Pridavkom tohto kationu do roztoku sa vyrazne
znizila viskozita,co spbésobilo zmenu Struktdry HA. Z aniénov vyvoldwairofilné inter-
akcie jod, ktory sa nachadza Fevej strane radu. Meranim sa zistilo, ako vplyvajiglav-

ky ionov Hofmeisterovho radu na roztok HA a potwjzsa jeho platnds Pre lekarske
Ucely su poznatky o vplyve i6bnov na roztok HAl'ma dolezité, najma pokiaje potrebné
skladov&@ HA po dlhSiu dobu, pretoZe asi po tyZzdni docha&kldggradacii HA v roztoku.
Pridavkami kvartérnych soli sa pdilge tento jav, ale ich pritomngsu vznika zrazenina.

I6ny Hofmeisterovho radu by tak mohlitbyyuZivané na rieSenie tohto problému.



UTB v Zline, Fakulta technologick& 28

ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]
[5]
[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

Carbohydrates: Polysaccharid¢snline]. 2008 [cit. 2008-04-16]. Dostupny z
WWW:
<http://employees.csbsju.edu/HIAKUBOWSKI/classe33diicho/complexoligosac
ch.htm>.

Polysacharidyonline]. 2007 [cit. 2008-05-17]. Dostupny z WWW:
<http://www.biotox.cz/naturstoff/chemie/ch-sachypbtmi>.

Hascall, Vincent C., Laurent, Torvard C. Hyaloan: Structure and Physical Pro-
perties.Glycoforum 1997

Prehm, Peter. Hyaluronan: 1996 379-386.
Fouissac, E., Milas, M., Rinaudo, M., Bors&i, Macromolecules: 1992 (25) 2613

De Smedt,S. C., Dekeyser,P., Ribitsch, V., LatsyA., Demeester, J. Viscoelastic
and transient network properties of hyaluronic asd function of the concentra-
tion. Biorheology 1993 (30) 31-45

Scott, J.E., Evered, D., Whelen, J., Eds, WilHze Biology of HyaluronarChi-
chester 1989, 6

Duratkova, Zdeika. Proteiny: Struktira a biologicka funkcjanline]. 2006 [cit.
2008-04-20]. Dostupny z WWW: <http://158.195.32 i4Boads/media/Proteiny-
VL.pdf>.

Cartilage hyaluronan mechanism of action osteoatithfonline]. Birmingham:
University of Alabama at Birmingham, AL, USA, 20(33t. 2008-04-21]. Dostupny
z WWW:
<http://74.125.39.104/search?g=cache:fKQ5sqgJmUasad-wiomedcentral.com/co
n-tent/download/xml/ar623.xml+although+the+predoanit+ mechanism+of+ hya-
luronan+%22hyaluronan%22&hl=cs&ct=clnk&cd=32&Ir=lgren>>.

Wein, Ondej. Uvod do reologieMalé Centrunl 996, 84

Kogan, Grigorij, Soltés, Ladislav, Stern, Radb&emeiner, Peter. Hyaluronic acid:
a natural biopolymer with a broad range of biomaldand industrial applications.
Springer Science+ Business Medk®06 (29) 17-25.

Toole, Bryan P., Wight, Thomas N., Tammi, Meul. Hyaluronan-Cell Interac-
tions in Cancer and Vascular DiseaBlee Journal of Biological Chemistrg002
(20) 4593-4596.

Renaud, Maurice, Belgacem, Mohamed Naceuraiio, Marguerite. Rheological
behaviour of polysacharide aqueous soluti®wymer 2005 (46) 12348-12358



UTB v Zline, Fakulta technologick& 29

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

Mracek, Ales, Varhanikova, Julia, Lehocky, Mariarfu@dilova, Lenka, Pokopco-
va, Alena, Velebny, Vladimir. The Influence of iHudister Series lons on Hyalu-
ronan.Molecules:2008 (13) 1025-1034.

Disperné systémy:Informdaé listy P-3[online]. 2006 [cit. 2008-05-13]. Dostupny z
WWW: <http://www.kmti.szm.sk/ch-p3.pdf>.

Hyaluronic acid: Background and Biology Dgsty z WWW:
<http://www.trbchemedica.co.uk/pdf/HY ALURONIC%20AR%20background%
20&%20biology.pdf>.

Discovery of Hyaluronic Acifbnline]. Rejuvenation Scienc004- [cit. 2008-05-
10]. Dostupny z WWW: <http://www.rejuvenation-sadencom/hylauronic-
acid_prof.html>.

Brown, MB, Jones, SA. Hyaluronic acid: a uregqopical vehicle for the localized
delivery of drugs to the skifcuropean Academy of Dermatology and Venereology
2005 308-318.

Chemickeé Listy 88: Definice terndginztahujicich se k jednotlivym makromolekulam
a jejich soubotim a ke redenym roztakn polymet: [online]. 1994 [cit. 2008-05-
21]. Dostupny z WWW: <http://www.chemicke-listy.doivnload/chl88-366/88-
366.htm>.

Dzianik, FrantiSk, Reologické vlastnosti |at@008, 1-23.

Hyiodine: Contipro Group2006 Dostupny z WWW:
<http://www.hyiodine.cz/index.php?action=contentfdhy pi&lang=en>.

Baldwin, Robert L. How Hofmeister lon Interamis Affect Protein StabilityBio-
physical Journal:1996 (71) 2056-2063.

Shu XY, Liu Y, Palumbol FS, Luo Y, PrestwiclDGIn situ crosslinkable Hyaluro-
nan hydrogels for tissue engineeriBjpmaterials:2004 (25) 1339-1348

Lapcik, L.Jr., Lagik L., De Smedt, S., Demeester, J., ChadkeP. Hyaluronan:
Preparation, Structure, Properties, and Applicati@memical rewiews1998 (98)
2663-2684



UTB v Zline, Fakulta technologicka

30
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HA Kyselina hyalurénova
HAN hyaluronan, sodna B&iA
nlc Redukovana viskozita
c Koncentracia polyméru
[7] Limitné viskozitnésislo
T Smykové napétie

n, Relativna viskozita

y Smykova rychlog

R Polomer molekuly

P Hustota

o Tenzor napatia

¢ Fluidita

¢ Disipancia pri Smykovom toku
n., Limitna viskozita

n Index toku

Kl Jodid draselny

KF Fluorid draselny

NaCl Chlorid sodny

MgCl, Chlorid horenaty

v Kinematicka viskozita
A KonsStanta viskozimetra

%

t Cas
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