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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace prezentuje soucasné znalosti z vyzkumu kyseliny hyaluronové,
popisyje jeji fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti stejné jako hlavni moznosti jejiho
vyuziti jak v 1ékafstvi tak v kosmetice.

Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid, sklada se z opakujicich se jednotek
disacharidu tvofeného N-acetyl-D-glukosaminem a D-glukuronovou kyselinou. Hyaluronova
kyselina tvofi jednu ze zakladnich slozek extracelularni matrix a je pfitomna témeér ve vSech
biologickych tekutinach a tkanich (pfedevsim pojivovych). Diky své vysoké molekulové
hmotnosti a unikatnim viskoelastickym vlastnostem se hyaluronova kyselina vyuziva
v kosmetologii, oftalmologii, revmatologii, otolaryngologii, dermatologii, plastické chirurgii,
pfi hojeni ran a k pfenosu léki.

ABSTRACT

This bachelor thesis presents contemporary knowledge gained in the research of hyaluronic
acid, describing its physical-chemical and biological properties as well as principal
possibilities of its utilization both in medicine and cosmetics.

Hyaluronic acid is a linear polysaccharide formed from disaccharide units containing
N-acetyl-D-glucosamine and glucuronic acid. Hyaluronic acid represents one of the main
components of the extracellular matrix and is present in almost all biological fluids and
tissues (mainly in connective tissue). Its high molecular mass and unique viscoelastic
properties offer a wide range of use of this molecule in cosmetology, ophthalmology,
rheumatology, otolaryngology, dermatology, plastic surgery, wound healing and drug
delivery.

KLIiCOVA SLOVA

Hyaluronova kyselina, vlastnosti, aplikace

KEYWORDS

Hyaluronic acid, properties, applications



MAIVALDOVA, 1. Kyselina hyaluronovd a moznosti jejiho vyuziti. Bmo: Vysoké uéeni
technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2008. 37 s. Vedouci bakalaiské prace Ing. Jana
Zemanova, Ph.D.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné€ a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Bakalatska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a miize byt vyuzita ke komerénim Gc¢elim jen se souhlasem vedouciho
bakalatské prace a dékana FCH VUT.

podpis studentky

PODEKOVANI

Na tomto misté bych rdda podékovala za vstiicnost, cenné rady a pripominky Ing. Jané
Zemanové, Ph.D. a Ing. Filipovi Mravcovi.



OBSAH

1 VO e 6
2. SoucCasny stav feSené problematiky..............cocooiiiiiiii 7
2.1 Hyaluronova kyselina a jeji v1astnosti ... 7
2.1.1 Historicky prehled ... 7
2.1.2 Struktura HA L 8
2.1.2.1 Chemicka StruKUIA ...........c.ooiiiii i 8
2.1.2.2 StruKtura POLYMEIU. .........ccooii it 9

2.1.2.3 Struktura v TOZEOKU ..ot 9

2.1.3 Vyskyt hyaluronanu ...............ccocoooiiiiiiiii i 11
2.1.4 Mechanizmus syntézy hyaluronanu ... 13
2.1.4.1 ProdluZovani FELEZCE ............ooviiiie it 14
2.1.4.2 VElIKOSt FEIEZCE ... ..o 15

2.1.5 Hyaluronansynthasa ..............cccooioiiiiiiiiii i 15
2.1.6 HA-vazebné proteiny a reCePLOrY ...........cccooiiiiiiiiiiiiiieaie i 15
2.1.6. 1 CDA4 ..o 15

2. 1.6 2 RHAMM ... 16

2.1.6.3 Ostatni HA-vazebné protelny ............cccciviiiiiiiiiiiiiiiie i 16

2.1.7 Regulace syntézy hyaluronanu..................ccoooiiiiiiii 16
2.1.7.1 EXPrese SYNthasy ...........ccoouiiiiiiiiiiiiiii e 16
2.1.7.2 Stimulace a inhibice Synthasy ... 17
2.1.7.3 Vliv délky fetézce na dalsi prodluzovani ... 17

2.1.8 BIOtranSfOMMACE .........ooiiii it 17

2. 1.8 1 ODBTAL ..o 17
2.1.8. 2 KatabOliSIMUS ..ot 18

2.1.9 Funkce hyaluronanu ..............ccoooi i 18
2.1.9.1 BUNEENE TUNKCE ... 18
2.1.9.2 Fyziologicke funkece .............coocooiiiiiiiii i 19

2.1.9.3 Patologicke fUnNKCEe ............oooiiiiiiiiii i 20

2.1.10 Degradace hyaluronanu................c.ocoooiiiiiiiiiii 21
2.1.10.1 Degradace volnymi radikaly ... 21
2.1.10.2 Enzymaticka degradace...............cccooiiiiiiiiiiiiiii 21

2.2 Aplikace hyaluronanu ................coooioiiiiiiiii i 22
2.2.1 OFtaAlMOIOZIE..........ooiiieie e 22
2.2.2 Ortopedicka chirurgie a revmatologie................cooiiiiiiiiii 23
2.2.3 OtolaryN@OLOGIC. ...ttt 25
2.2.4 Dermatologie a plasticka Chirurgie ... 26
224 1 KOSMELKA. ... ..o 26
2.2.4.2 Plasticka CRITUIGIE ..........coooiiii e 26

2.2.5 Hojeni ran a lécba popalenin ..o 27
2.2.5. 1 HOJENME TAI .....ouiiii ittt 27
2.2.5.2 LéCba POPALENIN .......ooiiiiiiiii i 28

2.2.6 PTENOS LEKU ... 30

B ZLAVET ..o 31
4. Seznam POUZILYCH ZATOJUL ........oiiii ittt 33
5. Seznam pouZityCh ZKratek..............ocooiiiiiiii i 36
0. PHIONA ... 37



1. UVOD

Hyaluronova kyselina (HA) je piirozené se vyskytujici biopolymer. Pfedstavuje jednu
z hlavnich slozek extracelularni matrix (ECM) obratloved a kromé toho je vytvarena
bakteriemi, viry a houbami. Hyaluronova kyselina je linearni polyanionicky polysacharid
tvoreny disacharidovymi jednotkami slozenymi z N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukuronové
kyseliny. Hyaluronat sodny, ptevladajici forma ve fyziologickém pH, a hyaluronova kyselina
jsou spole¢né nazyvany jako hyaluronan, bézné se pouzivaji oba nazvy polymeru. Vyskytuje
se jako vysokomolekularni polymer v rozsahu od nékolika stovek az do 10’ Da (s prim&mou
velikosti 1—2-10° Da) téméf ve vSech biologickych tekutinich a tkanich. Zaujima velky
prostorovy objem a je schopen pojmout velké mnozstvi vody.

Jeho fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti nabizeji Siroké spektrum moznosti vyuziti
tohoto biopolymeru jak v primyslu, tak v l1ékaiskych védach. Diky svym viskoelastickym a
hydrata¢nim vlastnostem je hyaluronan vyuzivan v kosmetologii, oftalmologii, revmatologii,
diabetologii, otolaryngologii, dermatologii, plastické chirurgii, pii hojeni ran a k prenosu léka.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hyaluronova kyselina a jeji vlastnosti

Kyselina hyaluronova je mnohdy povazovana pouze za molekulu extracelularni matrix.
Minuly a soucasny vyzkum vSak objevuje stale nové a nové funkce této molekuly jak
na bunécné, tak na organové urovni. VSechny ziskané znalosti o této molekule poukazuji
nato, ze HA je molekula velkého vyznamu. Jeji vSudypfitomnost a ucast na celé tade
biologickych procesu, jako jsou angiogeneze, migrace a proliferace riznych bunécnych typu,
ucast na zanétlivych procesech, procesech hojeni ran a dalSich, ukazuje na celou fadu
moznosti vyuziti této molekuly. [1, 2, 3, 4]

2.1.1 Historicky prehled

Vroce 1934 popsal Karl Meyer a jeho asistent, John Palmer, postup izolace nového
glykosaminoglykanu z hovéziho sklivce. Objevili, ze tato latka obsahuje uronovou kyselinu a
aminocukr, ale ne sufloester, ktery je pro glykosaminoglykany specificky. Latku nazvali
hyaluronova kyselina (angl. Ayaluronic acid) jako spojeni slov hyaloid (sklovity) a uronic
acid (uronova kyselina). Ve fyziologickém pH dochazi k disociaci karboxylovych skupin, a
proto by méla byt nazyvana hyaluronat. Dnes je tato makromolekula stale Castéji ozna¢ovana
jako hyaluronan za G¢elem zdliraznéni jeji polysacharidové podstaty. [1, 4]

Béhem 30. a 40. let 20. stoleti byl hyaluronan izolovan z mnoha zdroja, naptiklad ze sklivce,
synovialni tekutiny, pupecni Sniry, kize, kohoutich hiebinki (Meyer, 1947) a také
ze streptokokd. [1]

Fyzikalné-chemické charakterizace hyaluronanu byly provadény v prabéhu 50. a 60. let
20. stoleti. Molekulova hmotnost je v fadech 10’ Da. Vlastnosti umoziiuji hyaluronanu
regulovat vodni bilanci, osmoticky tlak a odpor proti proudéni, interagovat s proteiny a také
pusobit jako sito a jako mazivo, dale stabilizovat strukturu na zakladé elektrostatickych
interakci. [1]

Vroce 1972 Hardingham a Muir objevili, ze hyaluronan interaguje s chrupavkovymi
proteoglykany. Toto byl prvni ptiklad specifické interakce mezi hyaluronanem a proteinem,
mnoho dal§ich takovychto interakci bylo objeveno béhem 90. let 20. stoleti. [1, 4]

Na rozdil od vétSiny glykosaminoglykand, které jsou tvofeny v Golgiho aparatu, bylo
v 80. letech 20. stoleti prokazano, ze hyaluronan se syntetizuje v plazmatické membran¢.
Nasledné bylo mozné méfit hyaluronan specificky v télnich tekutinach s vysokou citlivosti.
V této dobé zacal Balazs propagovat aplikaci hyaluronanu pro medicinské ucely a vyrabét
vysoce viskozni a protizanétlivé piipravky jako podporu pro o¢ni lékarstvi a jako viskozni
doplné€k synovialni tekutiny u pacientt s osteoartritidou. [1]



V 90. letech 20. stoleti byly intenzivné studovany interakce hyaluronan-protein, dale byla
klonovana hyaluronansynthasa z raznych zdroji, kazda schopna produkovat hyaluronan
s rozdilnou délkou fetézce a v rozdilném mnozstvi. [1]

Posledni dobou se ukazuje, ze hyaluronan puisobi jako zesilovac pro aktivni proteinasy. Bylo
jiz dlouho znamo, ze hyaluronan je velmi citlivy na oxygenni radikaly zpusobujici jeho
rozklad. Vznikajici produkty odbourani zprostfedkovavaji dilezité biologické funkce.
Produkty vznikajici pfi degradaci hyaluronanu, oznacovany jako HA oligosacharidy, indukuji
angiogenezi a také aktivuji lymfocyty. Radikalova degradace vytvafi reaktivni aldehydy, které
modifikuji proteiny do hlavni/zakladni antigenni struktury revmatické artritidy. Tento objev
posléze ukoncil dlouhé a tizivé obdobi neznalosti 1ékarsky vyznamného problému a muze
pripadné vést k uspésné 1écbé téchto nemoci, které jsou 1é¢eny pouze symptomaticky. [1]

2.1.2 Struktura HA

2.1.2.1 Chemicka struktura

Hyaluronan se sklada ze zéakladnich disacharidovych jednotek tvofenych D-glukuronovou
kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem vzajemné spojenych stiidajici se p—1,3 af—-1,4
glykosidickou vazbou (Obr. 1).[1, 2,5, 6, 7]

Glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1: Struktura HA. Zaklad tvori opakujici se disacharidové jednotky
glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu. [1]



Oba sacharidy prostorové vychazeji z glukosy, ktera v beta konfiguraci dovoluje vSem
objemnym skupinam (hydroxylové, karboxylové, acetamidové) byt ve stericky pfiznivé
ekvatorialni pozici, zatimco vSechny malé atomy vodiku zaujimaji méné stericky pfiznivé
axiadlni polohy (Obr. 2). A tak je struktura disacharidu energeticky velmi stabilni.
[1,2,5,6,7]
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Obr. 2: Podltrzené axidlni vodiky ve strukture HA tvori hydrofobni cast [6]

2.1.2.2 Struktura polymeru

Enzymy hyaluronansynthasy syntetizuji velké linearni polymery, tvofené z opakujici se
disacharidové struktury hyaluronanu. Tato struktura vznikd stfidavym pfipojovanim
glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu k rostoucimu fetézci, které vyuzivaji svoje
aktivované nukleotidové cukry (UDP-glukuronova kyselina a UDP-N-acetylglukosamin) jako
substraty. Pocet opakujicich se disacharidi muze v kompletni molekule dosahnout 10 000 a
vice, s molekulovou hmotnosti ~ 4 miliony Da (kazdy disacharid ~ 400 Da). Praimérna délka
disacharidu je ~ 1 nm. A tak ma molekula hyaluronanu s 10 000 disacharidy po natazeni
od konce ke konci 10 um, tato délka je pfiblizné shodna s primérem lidského erytrocytu.
[2,6,7]

2.1.2.3 Struktura v roztoku

Ve vodé hyaluronan agreguje, castecné¢ pomoci vazeb mezi hydrofobnimi misty, a zaujima
preferovany tvar. Sekundarni struktura mé vyjimecné vlastnosti, obé strany jsou identické, ale
antiparalelni, a co je mozné na jedné strané struktury, je také mozné na druhé (Obr. 3).
Agregaty mohou rast z obou stran. Molekuly hyaluronanu jsou obojetné, umoziuji jejich

hromadéni ve vodé pomoci specifickych interakci a vytvareji sitovinu - tercialni struktura.
[1, 6]



Ve fyziologickém roztoku je hlavni fetézec
molekuly hyaluronanu ,vyztuzen®
kombinaci chemické struktury disacharidu,
vnitinich vodikovych mustka a
interakcemi s rozpoustédlem.  Axialni
atomy vodiku tvofi nepolarni, relativné
hydrofobni rdz, zatimco ekvatorialni
postranni fetézce tvofi vice polarni,
hydrofilni raz, ¢imz vytvareji stoCenou
pasovou strukturu. Molekula hyaluronanu
pfevezme ve fyziologickém roztoku
rozSifenou strukturu nahodilého klubka,
které zaujima velmi rozsahlou oblast
(Obr. 4).

Doménova struktura hyaluronanu ma
zajimavy a dilezity vyznam. Malé
molekuly jako voda, elektrolyty a ziviny
mohou volné difundovat rozpoustédlem do
domény. Nicméné velké molekuly jako
proteiny budou cCasteCné¢ vylouCeny
zdomény kviali jejich hydrodynamické
velikosti v roztoku. Oboji vede k pomalejsi
diftizi makromolekul pres sit' hyaluronanu
a kjejich niz§i koncentraci vsiti ve
srovnani s okolnimi  volnymi  Castmi
hyaluronanu. Zajimavé je, ze Tfetézce
hyaluronanu se neustdle v roztoku
pohybuji a efektivni pory v siti prubézné
meéni  velikost. V podstaté tedy mohou
vSechny molekuly prochézet hyaluronovou
siti, ale s rozdilnym stupném retardace. Pfi
pH 7 jsou karboxylové skupiny prevazné
ionizovany a molekula hyaluronanu se
stava polyaniontem s pfifazenym
vyménitelnym kationem k udrzeni
nabojové neutrality. [6, 7]
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Obr. 3: Ruzné pohledy na strukturu
hyaluronanu (pocitacova projekce)

[7]



cervené...hydrofobni ¢ast
modré..... hydrofilni ¢ast

Obr. 4: Model vodného roztoku HA: tzv. stuha 6]

2.1.3 Vyskyt hyaluronanu

Hyaluronan je pfitomen u vSech obratlovct a také v pouzdrech nékterych patogennich bakterii
jako je Streptococcus equil, Streptococcus zooepidemicus a Pasteurella (Obr. 5).

Obr. 5: Streptococcus zooepidemicus — pouzdro obsahujici HA [8]

HA je soucasti extracelularnich matrici mnoha tkani a v nékterych tkanich predstavuje jejich
hlavni slozku. Koncentrace hyaluronanu je vysokd zejména v kohoutim hiebinku
(7,5 mg-ml™), vsynovialni tekuting (3-4 mg:ml™), v pupeéni §tigfe (3 mg'ml™), v oénim
sklivei (0,1-0,4 mg'ml™).

Na Obr. 6 je znazornéna zakladni struktura oc€niho sklivce tvofend tremi slozkami
(hyaluronanem, kolagenem a proteoglykany — zkratka PG).
11
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Holagen

Obr. 6: Zdkladni struktura ocniho sklivce [7]

V ostatnich tkanich obsahujicich méné hyaluronanu slouzi hyaluronan jako esencialni
strukturni slozka matrix. Vyskyt hyaluronanu v lidském téle je zobrazen na Obr. 7. [1, 2, 4]

Obr. 7: Vyskyt hyaluronanu v lidském téle [9]
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V chrupavce vytvaii HA agregani centra pro aggrecan, velky chondroitinsulfatovy
proteoglykan, a udrzuje molekuly aggrecanu v matrix specifickymi protein-hyaluronan
interakcemi. Hyaluronan je méné koncentrovany v matrix dalSich pojivovych tkanich jako
napftiklad téch, které obklopuji hladké svalové buiiky v aorté a fibroblasty v dermis. [1, 6]

Nejvétsi mnozstvi hyaluronanu (7-8 g v priméru u dospélého Cloveéka, ~ 50 % celkového
mnozstvi v t&le) spotiva vkozni tkani, je piitomno jak v dermis (0,2-0,5 mg:ml™), tak
v epidermis (0,1 mg'ml™). Prehled koncentraci hyaluronanu u réiznych Zivo&isnych druhd
v jejich tkanich a organech je uveden v Tab. 1. [1, 6]

Tab. 1: Koncentrace hyaluronanu (ug-g”) v orgdnech a tekutindch u riiznych zivocisnych

druhii [10]

Organ ¢i tekutina Clovék Ovce Kralik Krysa
Pupecni snara 4100
Synovialni tekutina 1400-3600 540 3890 1000
Dermis 200
Sklivec 140-338 260 29
Plice 98-243 34
Ledviny 93-113 30
Renalni papily 250
Renalni kortex 4
Mozek 35-115 54-76 74
Svaly 27
Stfevo 44
Torakalni micha 8,5-18 1-34 54
Jatra 1,5 4
Komorova voda 0,3-2,2 1,6-5,4 0,6-2,5 0,2
Moc 0,1-0,3
Cerebrospinalni tekutina 0,02-0,32
Plazma 0,01-0,1 0,12-0,31 0,019-0,086 0,048-0,26

2.1.4 Mechanizmus syntézy hyaluronanu
Neobvykly mechanizmus syntézy hyaluronanu branil po dlouhou dobu kjeho uplnému

objasnéni. Byly vSak na sobé nezavisle objeveny dva mechanizmy — pro savCi buiky a
streptokoky na jedné strané a pro Pasteurellu na strané druhé. [1]
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2.1.4.1 Prodluzovani vetézce

Syntéza hyaluronanu v sav¢ich bunkach se lisi od syntézy ostatnich polysacharidi v mnoha
ohledech. Molekula je prodluzovana na redukujicim konci stfidavym pfenosem
UDP-hyaluronanu k substratim UDP-GlcNac a UDP-GIcA, za soucasného uvolnéni UDP.
Ostatni glykosaminoglykany rostou na neredukujicim konci. (Obr. 8) [1]

Rostouci Fetézec HA

Vnéjsi prostiedi o

4

Cytoplazma B ™~
» @ = Glca
1//‘ HA symthasa 2
UDP-GIeA + UDP-GINAc + (HA)o TYIUIONNSINKISE el 5 2 UDP
1. UDP-GIcNAc 4. B-(1,4)-GIcA transferasa
2. UDP-GIcA 5. HA (akceptor)
3. B-(1.4)-GIcNAc transferasa 6. HA prenos (translokace)

Obr. 8: Model syntézy HA [11]

Vétsina glykosaminoglykant je vytvarena v Golgiho aparatu. Naproti tomu hyaluronan je
syntetizovan v plazmatické membran€, vznikajici fetézce jsou vytlaCovany pfimo
do extracelularni matrix.

Tento mechanismus syntézy funguje pro syntézu hyaluronanu u obratlovci a
u grampozitivnich streptokokt. Nicméné se zda, ze existuje rozdilny mechanismus syntézy
hyaluronanu u gramnegativni Pasteurelly, u které jsou fetézce prodluzovany na
neredukujicim konci. [1, 4, 10]
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2.1.4.2 Velikost Fetézce

Experimenty sizolovanymi membranami fibroblasti nebo streptokoku odhalily, ze
odstranénim/pfesunutim  vznikajictho hyaluronanu zenzymu hyaluronansynthasy se
stimulovala jeho produkce. Tak se ukazalo, ze vysokomolekularni hyaluronan inhibuje vlastni
prodluzovani fetézce, kdyz je drzen synthasou. [1]

2.1.5 Hyaluronansynthasa

Hyaluronan je syntetizovan membranou ohraniCujici protoplast streptokoktl skupiny A a C.
Enzymatickd aktivita byva snizovana velmi mirnymi detergenty - digitoninem. Tradi¢ni
purifikacni procedury (jako iontové-vyménna chromatografie) membranovych proteina
rozpusténych detergentem poskytly nehomogenni proteinové smeési, které nemohly byt
rozdeleny na jednotlivé slozky bez ztraty enzymatické aktivity. Proto byla vyvinuta nova
metoda, zalozena na fazové separaci roztoku detergentu umoziujici purifikaci synthasy v jeji
aktivni formé. KoneCna purifikace hyaluronansynthasy byla dosazena pomoci iontoveé-
vyménné chromatografie a poskytla elektroforeticky homogenni protein o 42 kDa. Studie
prokazala, ze jediny protein je dostacujici pro pfimou syntézu hyaluronanu. Byla klonovana
streptokokova hyaluronansynthasa a savCi synthasa. Jsou znamy tfi savCi synthasy
oznacované jako HAS1, HAS2 a HAS3. [1, 4]

Identifikace a charakterizace eukaryotni hyaluronansynthasy zpusobilo pfevrat v oblasti
biologie hyaluronanu. Nyni je mozné premeénit v podstaté kazdou sav¢i buiku a mozna
kazdou eukaryotickou buriku na tovarnu syntetizujici hyaluronan jednoduse pomoci exprese
jediného genu. Biosyntéza hyaluronanu je fizena u obratlovcd tfemi odliSnymi enzymy.
Kombinaci diferencialni transkripce HAS genl, podstatnych rozdild v enzymovych
rychlostech a rozdilt ve vysledné délce fetézce hyaluronanu zajistuje organismus dokonalou
urovei kontroly nad biosyntézou a funkci hyaluronanu. [12]

2.1.6 HA-vazebné proteiny a receptory

HA-vazebné proteiny jsou slozky extracelularni matrix a stabilizuji jeji integritu.
HA-receptory se podileji na pienosu bunécnych signala. [1]

2.1.6.1 CD44

Hlavni receptor pro HA je molekula CD44. CD44 je transmembranovy receptor
vSudypfitomny v lidském téle. Je spojen s G-proteinem a celou fadou kinas, které
zprostiedkovavaji jeho odpovéd. CD44 je povrchovy bunécny glykoprotein zapojeny
do fyziologickych mezibunécnych interakci, bunécné adheze, diferenciace, migrace, ristu a
patologické nadorové metastaze. Vazba HA na tento receptor vede k celé fadé bunécnych
odpoveédi, jako jsou pfilnavost, organizace a obrat extracelularni matrix na povrchu bunécéné

15



membrany a zprostfedkovani migrace lymfocytd v pribéhu zanétu. Tento receptor muze
existovat v celé fadé izoforem. [3, 4, 13]

2.1.6.2 RHAMM

Jednim z receptort, ktery se svoji funkci a expresi podoba CD44, je RHAMM (angl. receptor
Jor hyaluronan-mediated motility). Oba receptory, jak CD44, tak RHAMM, se podileji na
regulaci prenosu bunécnych signali. RHAMM byl ptuvodné identifikovan jako povrchovy
bunécny protein, ale nyni se zda, ze RHAMM je bud’ tvofen v malém mnozstvi na povrchu
bunék za specifickych rustovych podminek, nebo neni tvofen vibec a je pfevazné lokalizovan
intracelularné. 1, 3]

2.1.6.3 Ostatni HA-vazebné proteiny

Mezi dalsi intracelularni HA-vazebné proteiny patii LYVE-1, ktery je podobny receptoru
CD44. Tento receptor je zapojen do pfenosu bunék v lymfatickych cévach a miznich uzlinach
a muze byt transportérem hyaluronanu. Jednim z dalSich proteinti je ICAM-1, ktery byl
izolovan z jater a také byl objeven v ostatnich tkanich, které vazou hyaluronan. Existuje vsak
nekolik pochybnosti o tom, zda je opravdovy jaterni receptor pro endocytosu hyaluronanu.
[1,4,13]

2.1.7 Regulace syntézy hyaluronanu

Témér kazda porucha bunééné homeostaze stimuluje produkci hyaluronanu. Rozlisuji se tfi
urovné regulace. [1]
1. Exprese synthasy.
2. Stimulace a inhibice synthasy rastovymi a diferen¢nimi faktory pusobici na cilové
bunky.
3. Poruchy v integrité extracelularni matrix, zejména degradace hyaluronanu vazaného
na bunécny povrch.

2.1.7.1 Exprese synthasy

Synthasa ma znacnou rychlost obratu a poloCas rozpadu 82 minut. Tii savCi synthasy jsou
vytvafeny v raznych tkanich, a tak produkuji hyaluronan o rozdilném mnozstvi a velikosti. [1]
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2.1.7.2 Stimulace a inhibice synthasy

Je znamo mnoho ristovych a diferencnich faktord stimulujicich syntézu hyaluronanu —
zvySena produkce hyaluronanu pii nadorovych onemocnéni, virovy sarkom stimuluje
produkci hyaluronanu v chondrocytech, v kufecich fibroblastech a myoblastech. [1]

Je prekvapivé, ze byly objeveny pouze dva inhibitory hyaluronansynthasy. Jodistanem
oxidované UDP-GIcA nebo UDP-GIcNac jsou pouzivany jako ,,sebevrazedné™ inhibitory
synthasy. Tyto inhibitory nepfekonaji bunéfné membrany a musi byt importovany
do cytoplasmy pinocytoézou. Inhibitory potlaci aktivitu synthasy v myofibroblastech. Z toho
divodu stoji za to rozvijet ¢i izolovat inhibitory syntézy hyaluronanu, které by mohly byt
pouzité jako hojivé 1éky pii patologickych poruchach souvisejicich s produkci hyaluronanu
(napriklad otoky). [1]

2.1.7.3 Vliv délky Fetézce na dalsi prodluZovani

Dalsim faktorem regulujicim syntézu hyaluronanu je jeho mnozstvi na buné€ném povrchu,
které ovliviiuje vlastni produkci. Béhem vyzkumi regulace syntézy hyaluronanu
u streptokoki  bylo objeveno, ze velky fetézec hyaluronanu inhibuje svoje vlastni
prodluzovani, nachazi-li se v blizkosti synthasy. U eukaryotickych bunék je regulatorem
syntézy hyaluronanu receptor CD44. [1]

2.1.8 Biotransformace

Samotna biotransformace hyaluronanu probihd riznymi zpisoby na riznych mistech.
Nejcastéjsim mistem biodegradace HA jsou jatra, a to zejména pii parenteralnich zpisobech
podani. Topické podani naopak vykazuje degradaci jiz v pokozce. [3]

2.1.8.1 Obrat

Obrat (angl. furnover) HA v sav¢ich tkanich je znacny, u dospé€lého ¢lovéka €ini kolem 5 g
hyaluronanu za den. Hlavni zdroje hyaluronanu jsou klouby, ktze, o€i a stievo. V kuzi a
kloubech je polocas rozpadu okolo 12 hodin, zatimco v pfedni komotfe o¢ni 1-1,5 hod,
v krevnim fecisti 2-5 minut a ve sklivel 70 dni. [1, 14]

V epidermis (topické podani) je obrat HA rychly. Keratinocyty v monokultute si ponechéavaji
cast HA jako soucast bunétné vrstvy, ¢ast na povrchu plazmatické membrany a Cast

v intracelularnim kompartmentu. [3]

V synovialni tekutin€ je obrat HA zavisly na velikosti molekuly. Zatimco velké molekuly
setrvavaji v synovialni §térbiné, malé molekuly jsou odsouvany a degradovany. [3]
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2.1.8.2 Katabolismus

Katabolismus hyaluronanu zahrnuje degradaci jeho polysacharidového fetézce na monomery,
které jsou utilizovany jinymi tkanémi. Hyaluronan je odvadén tkaniovym mokem a dostava se
do krevniho ob&hu, odkud je vychytavan prfevazné parenchymatickou frakci jaternich bunék.
Endotelialni buriky degraduji HA az na nizkomolekularni produkty. Vychytavani a degradace
hyaluronanu jsou zpusobeny schopnosti bunék vazat HA pomoci receptord nékolika typu.
Jsou to transmembranové receptory (CD44, RHAMM) a nékteré dalsi (LYVE, ICAM,
VCAM..)).[1, 3, 4, 10]

Schopnost jaternich endotelidlnich bunék endocytovat HA neni ¢isté specificka pro HA
vzhledem k tomu, ze o stejny mechanizmus soutézi také chondroitin a heparin. [1, 10]

Degradace hyaluronanu nasledné probihd v lysosomech a je zprostiedkovana enzymaticky.
Na tomto dé&ji se podileji jak enzymy specifické pro HA — hyaluronidasy, kterych je nékolik
podtypt, tak enzymy podilejici se i na jinych d€jich — glukuronidasy, glykosidasy a nékteré
dalsi. [1, 3, 4, 10]

Degradacni produkty tvorené po uplné degradaci se pii analyze chovaji jako laktaty a acetaty.
Metabolizmus HA je tedy v souladu s metabolizmem acetylovych skupin ptes acetyl-CoA. [3]

Exkrece hyaluronanu je prevazné extrarendlni a je limitovana molekulovou hmotnosti
molekuly. [3]

2.1.9 Funkce hyaluronanu

Hyaluronanu je pfipisovano mnoho riznych funkci, které mohou byt rozdéleny na tii
zéakladni, a to bunécné, fyziologické a patologické. Vétsina funkci je urena bud’ fyzikalnimi
vlastnostmi nebo interakcemi s HA vazebnymi proteiny. [1]

2.1.9.1 Bunécné funkce

Funkce hyaluronanu v bunééném chovani se jevi protichidn€. Syntéza hyaluronanu zvySuje
bunécnou migraci a mitdézu, naproti tomu hyaluronan podporuje adhezi, bunééné shlukovani,
ale inhibuje bunécnou proliferaci. Hyaluronan slouzi jako adhezivni prvek, je-li drzen
receptorem CD44 na bunééném povrchu, a v pifipadé uvolnéni slouzi hyaluronan jako
odpudivy faktor. Bunécnou funkci hyaluronanu by mohlo byt zesileni funkce proteinasy
na bunécném povrchu: kdyz jsou proteinasy neaktivni, hyaluronan ukladanim a pfipojenim
k receptorim zesili ¢innost faktora bunécné adheze a inhibuje rast. Avsak jsou-li proteinasy
aktivni, hyaluronan aktivaci syntézy zesili odpuzovani bunék z prostfedi, a tim zvysi migraci
a proliferaci (Obr. 9). [1]

18



Proteinasy na bunééném povrchu
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Obr. 9: Dvoji biologické funkce hyaluronanu [1]

2.1.9.2 Fyziologické funkce

HA maé v organizmu mnoho fyziologickych funkci a ty se li§i v zavislosti na typu tkan€,
ve které se uplatiiuji. HA slouzi ve tkani jako molekula vytvarejici odpor vode a tekutinam
proudicim extracelularnim prostorem. Podili se na udrzeni osmotického tlaku. Na zaklade své
konformace stéricky vytlacuje nékteré molekuly zprostoru, ktery sama zaujima, a
v neposledni fade se podili na regulaci molekularniho transportu, kde piasobi jako jakési sito
pro postupné propousténi molekul o rizné molekulové hmotnosti. [2, 3]

Hyaluronan udrzuje vodu, zachovava extracelularni prostor a zprostiedkovava transport iontu
a nutri¢nich latek. Dale se podili na zvlh¢ovani stratum corneum (rohova vrstva) a udrzovani
jeji flexibility. Je vyznamnou soucasti synovialni tekutiny. Koncentrace hyaluronanu
v synovialni tekuting se pohybuje od 1,4 do 3,6 mg'ml™. Molekulova hmotnost je proménliva,
v normalni synovialni tekuting se odhaduje na 7,0-10° Da, avSak v revmatické synovialni

tekuting klesa na 3-10° —5-10° Da. V kloubu udrzuje spravnou lubrikaci chrupavky, a tim
jeho spravnou funkci. HA také reguluje funkce granulocytd, ovliviluje oxidativni poskozeni
tkani, je endogennim stimulatorem produkce fady cytokint, reguluje rychlost produkce
endotelialnich bunék a fibroblastt. [2, 3]

HA se také podili na hojeni ran, kdy degrada¢ni produkty hyaluronanu (oligosacharidy)

stimuluji angiogenezi a vytvafeni novych cév. V neposledni fadé¢ podporuje HA také
tumorogenicitu, bunénou proliferaci a migraci. [1, 3]
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2.1.9.3 Patologické funkce

Mimo zminéné fyziologické funkce je HA pfitomna také v fadé patologickych d&ji, jejichz
prubéh 1ze odhalit na zakladé zmén jeji koncentrace v krvi nebo na zakladé pritomnosti jejich
fragmentd a degradacnich produktd. Mezi tyto patologické d€je patii predev§im revmatoidni
artritida, fibr6za nebo jind onemocnéni jater a nékteré dal§i zanétlivé procesy v lidském
organismu. Pfi patologickych stavech nastava zmeéna ve slozeni a velikosti molekuly HA. [3]

o Synovidlni tekutina

HA obsazena v synovialni tekutiné je schopna inhibovat migraci, chemotaxi, fagocytozu a
adherenci leukocytd. Muze také ovlivnit produkci fady mediatori zanétlivych procesu
obsazenych v synovialni tekuting. [3, 4]

Strukturni zmény HA, tykajici se napiiklad délky jejiho fetézce, mohou mit vyrazny vyznam
na funkce synovialni tekutiny, jako jsou absorpce narazu, rozptyleni energie pfi traumatu a
konzervace a lubrikace chrupavky. 3, 10]

Pfi revmatoidni artritidé jsou v krvi pacienta nachazeny komplexy vznikajici vazbou malych
molekul HA na protilatky typu IgG. Tyto malé molekuly vznikaji diky degradaci velkych
molekul volnymi radikaly produkovanymi neutrofilnimi granulocyty a monocyty, které
revmaticky kloub infiltruji. Vysokomolekularni HA nutné pro lubrikaci kloubni chrupavky je
produkovana jen zdravymi buiikami, zatimco kloubni tkan infiltrovana monocyty a neutrofily
produkuje pouze molekuly o malé molekulové hmotnosti. Degradace hyaluronanu pak vede
k masivnimu uvolnéni volnych radikald. Vychytavace radikald (scavengery) chrani
hyaluronan pted degradaci v synovialni tekutin€, a zlepSuji tak stav revmatického kloubu.
[1,2,3]

e Onemocnéni jater

HA je kromé osteoartritidy také markerem poskozeni jater (cirhdza, fibroza vcetné dalSich
poskozeni zptsobenych virovym onemocnénim nebo pusobenim xenogennich latek) a biliarni
atrézie (vrozené zuzeni ¢i nevyvinuti zluCovych cest). Indikace je mozna diky tomu, ze za
normalnich podminek je 90 % HA degradovano jaternimi endotelialnimi butikami. Pfi jejich
poskozeni se toto procento snizuje a dojde ke zvyseni plazmatické koncentrace hyaluronanu.
Na zéklad¢ statistik je potvrzeno, ze plazmatické koncentrace HA koreluji s plazmatickymi
koncentracemi bilirubinu. Plazmaticka koncentrace HA v téchto ptipadech vypovida pouze
o stavu jaterni fibrozy a nikoli o stavu jaternich funkci. [3, 15]

o Metastaze
Kromé své role pti patologii revmatoidni artritidy a poskozeni jater ma HA velky vliv také pri

kancerogennim procesu. Vétsina zhoubnych nadort obsahuje zvySenou hladinu hyaluronanu.
Toto obohaceni nadorli o hyaluronan muze byt zplisobeno zvySenou produkci samotnymi
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nadory nebo indukci v okolnich burikach stromatu. Interakci se specifickym receptorem CD44
indukuje HA buné¢nou motilitu, facilitovanou invazi rakovinnych bunék a angiogenezi. 3, 4]

2.1.10 Degradace hyaluronanu

Hyaluronan, jakozto velkd molekula, méa sklon k mechanické degradaci ultrazvukem nebo
k tepelné degradaci. Fyziologicky mize byt hyaluronan degradovan volnymi kyslikovymi
radikéaly nebo enzymaticky prostifednictvim hyaluronidaz. [1, 16]

2.1.10.1 Degradace volnymi radikdly

Degradace volnymi kyslikovymi radikaly je vétSinou vedlejsi reakci aktivovanych
neutrofilnich granulocyti ¢i monocyti pii zanétu. Radikalova degradace hyaluronanu ma
za nasledek dramaticky pokles viskozity a funkce synovialni tekutiny v kloubech. Zdravé
tkan¢ a nékteré artritické tkané neobsahuji vyznamné mnozstvi granulocytl a produkuji
vysokomolekularni hyaluronan. Naproti tomu artritické tkan€ infiltrované granulocyty
uvolnuyji hyaluronan o nizké molekulové hmotnosti. Degradace hyaluronanu je doprovazena
masivni produkci kyslikovych radikald. [1, 3]

Vychytavace radikalti chrani hyaluronan pied degradaci v synovialni tkani, zvlasté chelatory
zeleza blokuji vytvareni hydroxylovych radikalti. Hydroxylové radikaly degraduji hyaluronan
se 100% ucinnosti. Pii degradaci dochazi ke Stépeni HA a vznikaji rizné volné aldehydy a
oligosacharidy. [1, 16]

2.1.10.2 Enzymaticka degradace

Enzymy degradujici prevazné HA se obecné nazyvaji hyaluronidazy. Tento termin je ponékud
nespravny od doby, kdy byla zjisténa jejich schopnost Stépit také chondroitinsulfat a
dermatansulfat. [1, 14, 16]

Hyaluronidazy se rozdéluji na zakladé mechanizmu jejich u€inku do tii odlisnych tfid, a to na
hyaluronidazy obratlovct, bakterialni a endo-B-glukuronidazy. [1, 14]

e Bakteridlni hyaluroniddzy — degraduji hyaluronan a do jisté miry chondroitinsulfat a
dermatansulfat. Jsou to endo-B-N-acetylhexosaminidazy, které B-eliminaci Stépi HA
na disacharidy.

e [Fndo-[-glukuroniddzy — tyto enzymy nalezené v pijavicich, korySich a nékterych

parazitech hydrolyticky stépi [-1,3-glykosidickou vazbu a produku;ji tetrasacharidy a
hexasacharidy.
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e  Hyaluroniddazy obratlovcii — jsou endo-f-N-acetylhexosaminidazy, které hydrolyticky
Stépi  PB-1,4-glykosidickou vazbu. Prevladajicimi produkty hydrolyzy jsou
tetrasacharidy a hexasacharidy. Tyto enzymy mohou degradovat hyaluronan,
chondroitinsulfat a v malé mife i dermatansulfat.

2.2 Aplikace hyaluronanu

Balazs klasifikoval zakladni oblasti klinickych aplikaci kyseliny hyaluronové a jejich derivata
nasledovné [2]:

e ochrana jemnych tkani a zajiS§téni potifebného prostoru pii chirurgickych operacich
(angl. viscosurgery)

e vyplnéni a zvétSeni tkariovych prostord v kazi, hlasivkovych a hltanovych tkanich
(angl. viscoaugmentation)

e separace povrchu pojivovych tkani traumatizovanych chirurgickymi operacemi nebo
zranénimi  z divodu zabranéni adheze a nadmérného tvoreni jizev (angl.
viscoseparation)

e nahrazeni ¢i doplnéni tkanové tekutiny, jako napiiklad vyména synovialni tekutiny
u bolestivé artritidy, a zmirnéni bolesti (angl. viscosupplementation)

e ochrana zdravych, zranénych ¢i poskozenych tkanovych povrchti pred suchosti ¢i pred
Skodlivymi  Ciniteli z prostiedi, a podpora hojeni té€chto povrchi (angl.
viscoprotection)

Diky svym unikatnim vlastnostem nasla HA jiz fadu uplatnéni v nejriznéjSich medicinskych
odvétvich: v revmatologii, oftalmologii, diabetologii, farmaceutické technologii a dalSich
oblastech, naptiklad pii hojeni ran. [1, 2, 3]

Jeji potencial coby Iécivé latky je veliky a moznosti dal§iho vyuziti pfi terapii chorob jsou
stale predmétem zkoumani. [3]

2.2.1 Oftalmologie

V oftalmologii je HA povazovana za klicovou makromolekulu, jelikoz je hlavni slozkou
sklivce. Vzhledem kjejim viskoelastickym vlastnostem se vyuziva v tadé vyznamnych
oftalmologickych operacich. Ptipravky z HA chrani jemné ocni tkané (adheryje k ocnim
tkanim a poskytuje jim dostateCnou ochranu v prib&hu operace) a zajist'uji prostor béhem
chirurgickych zakrokii. Produkty HA v gelové formé zabranuji vysychani rohovky béhem
raznych oftalmologickych operaci. HA se lokalné pouziva k 1écbé syndromu suchého oka.
Aplikace gelu HA se aspésné vyuziva k prenosu 1ékli v oftalmologii. Gel brani slzam pied
vymyvanim léku a zajist'uje tak jeho uvoliiovani po dlouhou dobu. [1, 2, 3, 5, 16, 17]
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Jejim hlavnim vyuzitim je nahrazeni tekutiny sklivce, k jejiz ztrat€ dochazi pti operacich
zakalu a implantaci cocky. Prvni produkt, ktery se objevil na trhu v roce 1979, se jmenoval
Healon (Pfizer, New York) a pfipravoval se z kohoutich hiebinkd. Brzy ho nasledovaly dalsi
produkty. V soucasné dobé je k dispozici nékolik piipravki obsahujicich HA o razné
molekulové hmotnosti v kombinaci s dal§imi latkami (chondroitinsulfat), které 1épe spliiuji
pozadavky pro pouziti v oftalmologii. Jejich ukolem je chranit o¢ni tkan€, predevsim
rohovkovy endotel, prfed nezddoucim poskozenim opera¢nimi nastroji, a snizovat tak riziko
moznych pooperacnich komplikaci (Obr. 10). [1, 2, 17]

Obr. 10: Aplikace pripravku na bdzi hyaluronanu zajistujici zvétSeni predni komory
ocni a ochranu ocni tkané pred poSkozenim operacnimi nastroji [18]

2.2.2 Ortopedicka chirurgie a revmatologie

Druhou hlavni oblasti aplikace HA je ortopedicka chirurgie a revmatologie. Normalni zdravy
kloub umoziuje téméf idealni a bezbolestny pohyb. AvsSak klouby poSkozené a zasazené
artritidou se stavaji ztuhlymi a bolestivymi. Z vice nez stovky artritickych poruch jsou
osteoartritidy a revmatoidni artritida nejbéznéjSimi chronickymi stavy postihujici nejvice
star§Si populaci. Zatimco osteoartritida  je degenerativni choroba chrupavky a kosti,
zpusobujici bolest a tuhost v zasazeném kloubu, revmatoidni artritida jako systémové
zanétlivé onemocnéni, u kterého je bolest kloubl Casto doprovazena degenerativnimi
zménami v dalSich organech (jako jsou plice, srdce, krevni cévy). Odhaduje se, ze vice nez
10 % vSech lidi ve véku nad 55 let je postizeno osteoartritidou. [2, 17]

Ackoliv jsou plvod a pficiny revmatoidni artritidy doposud neznamé, muze byt pfi této
nemoci pozorovana postupna degradace polymernich sacharida (predevsim HA) v synovialni
tekutiné. V akutni fazi se hromadi v synovialni tekutin€é vysoké mnozstvi neutrofilnich
granulocyti. Tyto bunky méni oxida¢ni homeostazi a jejich produkty, zejména reaktivni
oxygenni slouCeniny, mohou pfispivat k destrukci kloubni struktury. V dusledku chronického
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zanétu kloubu méni reaktivni oxygenni slouCeniny strukturu kloubu do takové miry, ze neni
dale funk¢ni. Pozménéné tkan€ jsou rozpoznany jako cizi, autoimunitni reakce nasledné
podporuji chorobu a vytvareji z revmatoidni artritidy systémové onemocnéni ovliviiyjici celé
telo. [2]

Od konce 80.let 20. stoleti je intraartikularni aplikace HA (angl. viscosupplementation)
uspésné pouzivana u miliont osteoartritickych pacientd (Obr. 11, Obr. 12). Molekulova
hmotnost HA v synovialni tekutiné u zdravého dospé€lého jedince se pohybuje v rozmezi
2-7MDa. Hlavni komeréni produkty Healon a Synvisc (Genzyme, Cambridge,
Massachusetts) spadaji do tohoto rozmezi, zatimco ostatni produkty jako Ar#z (Seikagaku,
Tokyo, Japonsko) a Hyalgan (Fidia, Abano Terme, Italie) obsahuji HA o nizké molekulové
hmotnosti (okolo 1 MDa). [1, 2, 3, 17]

Obr. 12: Lokalizace intraartikuldrni injekce (kolenni kloub) [19]
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Rozdil v ucinku HA o nizké a vysoké molekulové hmotnosti je ziejmy. Zda se, ze druha
jmenovana HA je efektivnéjsi pii redukovani projevii zanétu kloubu a pii obnové viskozity
synovialni tekutiny. Ne vSechny studie vSak naznacuji totéz a je tézké mezi nimi porovnavat.
Mnoho Iékatt hodnoti 1épe HA o vysoké molekulové hmotnosti jako Iépe snizujici bolestivost
osteoartritického kloubu. Pfesny mechanizmus ucinku HA obou molekulovych hmotnosti
v kloubni §térbiné neni bohuzel dosud objasnén. HA je vyuzitelnd nejen jako viskoelasticky
Cinitel, ale také jako biologicky aktivni latka pro terapii osteoartritidy. [2, 3, 17]

Greenberg a kolektiv navrhli Ctyfi mechanizmy, kterymi HA uplatiiuje svij terapeuticky
ucinek [2]:

1. obnoveni elastickych a viskoznich vlastnosti synovialni tekutiny

2. biosynteticky stimulacni vliv exogenni HA na buiiky — HA vpravena injekci muze
indukovat endogenni syntézu hyaluronanu  synovialnimi buiikami, stimulovat
proliferaci chondrocytt a inhibovat degradaci chrupavky

3. protizanétlivy ucinek HA kdy terapie je spojena se snizenym poctem zanétlivych
bunék v synovialni tekutin€ a s redukci reaktivnich oxygennich slouc¢enin

4. pozorované analgetické ucinky pii podani HA

Zda se, ze odpoveéd postizeného kloubu na terapii HA je obdobna jako odpoveéd na terapii
kortikosteroidy. Nevyhodou HA stale zistava zpasob aplikace pro ucinnou 1écbu.
Intraartikularni injekce neni piijatelnym feSenim pro vSechny pacienty. Je vSak zfejmé, ze
celkové nezadouci ucinky vyvolané HA jsou a budou podstatné niz§i nez ty vyvolané
podavanim kortikosteroidu. [2, 3, 17]

2.2.3 Otolaryngologie

Ackoliv je HA vlidském téle prakticky vSudypfitomna, nejvice se vyskytuje
ve specializovanych tkanich, jako jsou hlasivky, synovialni tekutina, pupeni Siitra a
chrupavka. V téchto tkanich ovliviiuje nékolik riznych funkci zahrnujicich viskozitu tkani,
tkarniovy tok, tkanovou osmozu, tlumeni narazt, hojeni ran a vypliiovani prostoru. Tyto funkce
jsou obzvlaste dilezité v hlasivkach v duasledku konstantniho traumatu zptsobeného
vibra¢nim ucinkem fonace. [2]

Osmotickeé, viskoelastické a vypliiovaci vlastnosti hyaluronanu jsou dulezité pro hlas, protoze
pfimo ovliviiuji tloustku a viskozitu hlasivek. Vyplnéni a zvétSeni tkanovych prostora
v hlasivkach (viscoaugmentation), zlepSeni poranénych ¢i zjizvenych hlasivek a lécba
paralyzy hlasivek jsou dalsi mozna vyuziti HA derivati. Nicméné hlavni stinnou strankou
prouziti HA jako bioimplantatu sliznicniho vaziva pro 1écbu hlasivkovych poruch je jeji
kratka doba zadrzeni v hlasivkach — jeji poloCas rozpadu v krali¢ich hlasivkach je pouze
3-5dni. Za ucelem zvySeni doby zadrzeni se molekulova struktura HA modifikuje.
Zesitovana HA vpichovana do hlasivek produkuje nezanétlivé reakce a material je pfitomen
jeste po roce. [2]
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Pti poruchach sluchu jsou pouzivany k terapii filmy pfipravené z esteri HA. Tyto pfipravky
podporuji hojeni poranéného usniho bubinku a usnadiiu;ji reepitalizaci. [2, 16]

2.2.4 Dermatologie a plasticka chirurgie

Vyhodné je pouziti HA v kosmetice a kosmetické chirurgii. Jako fyziologicka komponenta
tkani nema velké nezadouci ucinky a shoda v chemickém slozeni HA produkované
streptokoky s lidskou umoziuje jeji aplikaci bez predchoziho testovani bezpecCnosti
na zvitatech. [3, 20]

2.2.4.1 Kosmetika

Pouzivanim hyaluronanu a jeho derivata je pfinosem pro povrch pokozky v dusledku jeho
obnovuje epidermis a podporuje epidermalni integritu. VSechny ucinky zavisi na molekulové
hmotnosti a koncentraci hyaluronanu v kone¢ném preparatu ofetiujicim pokozku. Cim vy§si
molekulova hmotnost a vyss$i koncentrace hyaluronanu, tim je piipravek efektivngjsi.
Doporucuje se kombinace hyaluronanu o velmi nizké a velmi vysoké molekulové hmotnosti.
Nizkomolekularni hyaluronan je schopen penetrovat rohovitou vrstvou kiize a vytvaret
spojeni mezi endogennim hyaluronanem v hlubSich vrstvach epitelu a exogennim
hyaluronanem pokryvajicim kazi. Toto spojeni usnadiuje prichod vody a malych molekul
z povrchu pokozky do podkozni intracelularni matrix a zpét. [21, 22]

Oblasti pouziti ptipravkl s hyaluronanem [21, 23]:

denni kosmetika

noCni a regeneracni pripravky
ptipravky po opalovani
dekorativni kosmetika
ptipravky pro holeni

Cistici pfipravky

2.2.4.2 Plasticka chirurgie

Ptipravky s mirné€ zesitovanou HA jsou v soucasné dobé€ obvykle pouzivany ke zvétSeni rti a
k vyplnéni oblicejovych vrasek, jizev po akné a hlubsich jizev (Priloha 1). HA se aplikuje
jako dermalni injekce jen s pouzitim anestetického gelu aplikovaného pred zakrokem. HA
gely jsou oproti produktim na bazi kolagenu uc¢innéjsi v udrzovani kosmetickych uprav.
Narozdil od aplikace kolagenovych produkti je HA extrémné elasticka. U kolagenovych
prostiedkt se dale vyskytuji malé (ale skutecné) problémy a alergie je jednou z nejvaznéjsich
komplikaci. [2, 3, 20]
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HA svym objemem a tim, Zze na sebe vaze vodu v kizi, vyrovnava stavajici nerovnosti a
vyhlazuje vrasky (Obr. 13). Postupem Casu se v kizi pomalu odbourava a jeji aplikaci je
proto nutno opakovat. Doba, po kterou ucinek trva, je individudlni a pohybuje se
od 6 do 14 mésici. Oproti ostatnim produktim maji pfipravky obsahujici HA delsi dobu
ucinku. [2, 20]

Pied aplikaci FPo aplikaci

Obr. 13: VyuZiti pripravkii obsahujicich HA k vyhlazeni vrdsek [24]

Pfi porovnani pouzitelnosti dvou komer¢nich produkti pouzivanych pro vyplnéni jemnych
tkani — Restylane (Medicis Corp., Scottsdale, Arizona) produkovany cinnosti bakterii a
Hylaform (Genzyme, Cambridge, Massachusetts) z kohoutich hiebinkd — vyslo najevo, zZe
Hylaform ma lepsi reologické vlastnosti a chova se jako silny hydrogel, kdezto Restylane
pusobi jako slaby hydrogel. Komercni benzylester derivat HA a laboratorné zesitovany
hyaluronan pfedstavuji excelentni biomateridly, podporujici adhezi vaskularnich
endotelialnich bunék a vyuziti pro vaskularni tkanové inzenyrstvi. [2]

2.2.5 Hojeni ran a lécba popalenin

Pripravky obsahujici vysokomolekularni HA aplikované lokalné podporuji hojeni Cerstvych
ran. Také podporuji hojeni bércovych viedl a jsou ucinné pii 1é¢bé chronickych zranéni. HA
ma pii hojeni ran rizného puvodu fadu ucinkl, a to pii vSech fazich hojeni rany: zanétu,
formaci granulacni tkané a reepitalizaci. [2, 25]

2.2.5.1 Hojeni ran

Role hyaluronanu v hojeni ran je v soucasné dobé¢ jiz dobfe znama a byla prokazana klinickou
studii provedenou v Ceské republice prof. Sobotkou, ktery paisobi na Klinice gerontologické a
metabolické ve Fakultni nemocnici v Hradci Kréalové, s pfipravkem Hyiodine (Contipro,
Dolni Dobroug, Ceska republika). [3]
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Ptipravek Hyiodine je komplex hyaluronanu s jodem a jodidem draselnym.
Vysokomolekularni hyaluronan zajistuje dobrou hydrataci podkozi. Dlouhé fetézce kyseliny
hyaluronové jsou rovnéz potiebné ke spravnému ocistovani tkani od infekce a odumftelych
bunék pomoci bilych krvinek. Hyaluronan mé navic znacnou schopnost véazat vodu a
schopnost stimulovat novotvorbu cév a tkané potiebné pro hojeni (tzv. granulacni tkan).
[25, 26]

Hyaluronan, ktery se vyskytuje v preparatu Hyiodine, je vyroben biotechnologii za pouziti
specialnich kment bakterii a je naprosto Cisty. Geneticky je shodny s hyaluronanem, ktery se
vyskytuje v lidskych tkanich a organech. Ani pies vysoké davky Hyiodinu a dlouhou dobu
pouzivani nebyly pozorovany nezadouci ucinky, znamky precitlivélosti ani funkéni zmény
Stitné zlazy. [25, 26]

Komplex jodu, jodidu draselného a kyseliny hyaluronové zajistuje ochranu kyseliny
hyaluronové pted bakteridlnim poskozenim (kyselina hyaluronova je velmi snadno Stépena a
vyuzivana bakteriemi). Soucasné ma vSak 1 dezinfekéni ucinky v misté aplikace, a tim
udrzuje molekulu kyseliny hyaluronové v misté poskozeni. Znacna hydrofilnost (schopnost
vazat vodu) hyaluronanu vede k tomu, ze tekutina z defektu prevazaného preparatem
Hyiodine je aktivné odsavana do obvazu. [25, 26, 27]

Vysoka afinita hyaluronanu k vodé€ zabezpeci, ze povrch rany bude trvale vlhky a voda, ktera
bude k povrchu rany pfitahovana z tkani pod ranou nebo z jejiho okoli, bude smérem k mistu
hojeni dopravovat i razné regulacni faktory a dal$i produkty bunék lezicich v okoli, které
zajisti jeji ptirozené hojeni. Vysokomolekularni hyaluronan je diky mikrofagim a dalSim
imunitnim burikam v misté rany Stépen na ruzné nizkomolekularni polysacharidy a
oligosacharidy, které podporuji novotvorbu krevnich kapilar. Z téchto divodu se pfiipravek
Hyiodine velmi dobie uplatiuje pii 1écbé velkych a hlubokych ran, diabetickych defektt
i ulceraci pfi zilni nedostatecnosti (bércovych viedu). [25, 26, 27]

2.2.5.2 Lécba popdlenin

Kuze je organ nejvice vystaveny Skodlivym vlivim prostfedi a prvni organ, ktery byva
rozsahle poskozen zafenim, horkem nebo chladem. Nasledkem vétsi ztraty kize (napf.
rozsahlej§i popaleniny) je vzdy ztrata tekutin a plazmy, metabolicka dysbalance, bolest,
infekce a potencialné i pacienta. Nezbytnou soucasti moderni strategie 1écby popalenin je co
nejrychlejsi uzavieni defektu co nejlepsi kozni ndhradou. [28]

Stale se jako nejlepsi kozni kryt jevi vlastni pacientiv dermo-epidermalni transplantat (tzv.
autologni S$tép, autotransplantat). Je to kryt trvaly, kosmeticky pfijatelny, télu vlastni a
v neposledni fadé snadno dostupny. V piipadech, kdy je postizena vétSina kozniho povrchu
pacienta (1 vice nez 90%), musi byt ranné plochy kryty jinymi napf. biologickymi, ¢i
biosyntetickymi a syntetickymi kryty. Ty mohou byt docasné nebo 1 trvalé. [28]

28



Biologické kryty [28]

o Alogenni Stépy (alotransplantaty) - jsou kozni §té€py odebrané z zivych darci nebo
mrtvych tél. Uzivaji se jiz pres 40 let a patii mezi nejbeznéjsi docasné kozni nahrady.

o Xenogenni Stépy (xenotransplantaty) - jsou kozni §tépy odebrané ze zvirat. NejCasteji
se pouzivaji kize praseci diky vysoké histologické podobnosti s kiizi lidskou.

e Amniové bldany - jsou ziskavany z placenty po porodu a ke kryti popalenych ploch se

PP

Kryty biosyntetické a syntetické

Rychly rozvoj biochemie, biologie, mediciny a bioinzenyrstvi sebou v poslednich desetiletich
pfinasi nové moznosti kryti koznich defekti. Kuze je slozity komplexni organ a dosud se ji
jako plnohodnotny celek nepodafilo in vitro "vypéstovat" ¢i "vyrobit", zatim se uspé$né dafi
kultivovat jeji nejdulezitéjsi bunécné soucasti - keratinocyty a fibroblasty a rovnéz se klinicky
zkouseji razné kozni kompozitni nahrady na bazi kolagenu nebo syntetickych polymera
v pritomnosti nebo v nepfitomnosti fibroblastt. [28]

V posledni dobé se v oblasti biosyntetickych krytt pracuje také s kyselinou hyaluronovou.
Z kyseliny hyaluronové se nejprve vytvoii trojrozmérna houbovita sit, ktera slouzi k pfiprave
dermalnich struktur. V laboratofi je sit osazena fibroblasty pacienta, které zacnou
po uchyceni produkovat kolagen i jiné slozky extracelularni matrix. Vyuziti je zejména
u hlubokych defekti, do nichz jsou tyto nahradni struktury vkladany. Télo postupné
odbourava sit’ kyseliny hyaluronové a fibroblasty vytvari novou sit’ kolagenu. [29]

Déle je mozné z trojrozmérné sité vytvofit 1 tenkou folii s mikrootvory vypalenymi laserem
(LASERSKIN). Po urcit¢ dobé se v laboratofi na LASERSKIN nakultivuje porost
keratinocytti daného pacienta, $t€p se prilozi na defekt, ktery je postupné uzavien keratinocyty
prorustajicimi z mikrootvord. (Obr. 14) [29]

29



Obr. 14: Keratinocyty nakultivované na LASERSKIN
- snimek z elektronového mikroskopu [30]

2.2.6 Pienos 1éku

Modifikovand HA ma uplatnéni v pfenosu 1éCiv. Dnes jsou vyuzivany dvé hlavni metody
modifikace HA: derivatizace a zesitovani. Oba postupy chemicky pozménuji jednu nebo vice
reaktivnich skupin ze tfi moznych (hydroxylova, acetamidova a karboxylova skupina) se
zachovanim biologické aktivity a biokompatibility HA. Derivaty HA umoziiuji vytvoteni
vazby s danym léCivem. [5]

Derivaty hyaluronanu (hylany) byly wvyvinuty jako prosttedky pro kontrolovany a
lokalizovany pienos biologicky aktivnich molekul. Hylany zahrnuji hylanové tekutiny, gely,
mikrocastice a membrany. Hylanova tekutina je ve vodé rozpustny, hydrofilni, polyanionicky
derivat  hyaluronanu, ktery  uchovava  excelentni  biokompatibilitu  nativniho
glykosaminoglykanu. Hylanové derivaty byly zkoumany pro schopnost optimalizovat pienos
raznych farmakologickych aktivnich molekul zahrnujicich Sirokospektré antibiotikum
gentamicin, 1€k proti zelenému zakalu pilocarpine a mnoho dalsich. [5, 20, 31]

Jednou z nejvyznamnéjSich snah o vyuziti HA je vytvofeni derivatu pro tvorbu mikrokapsli
ke zvyseni biologické dostupnosti neékterych 1é¢iv. Vlastnosti téchto derivatdi HA vylepsuji
jeji biokompatibilitu. Lipofilni vlastnosti usnadfiuji prinik biologickymi membranami a
zvyS$uji schopnost jeji biodegradace. [2, 3]
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3. ZAVER

Cilem této prace bylo shrnuti dostupnych informaci tykajicich se vlastnosti hyaluronanu a
moznosti jeho vyuziti pfedevsim v kosmetice a v 1ékarstvi.

Jako takzvany ,inertni biomaterial hraje hyaluronova kyselina vyznamnou roli ve vodni
homeostazi tkani, regulaci permeability jinych latek, lubrikaci kloubd. Jako , aktivni®
glykosaminoglykan se hyaluronova kyselina specificky vaze na proteiny v ECM a na povrchu
bunék. Interakce protein-ligand jsou dilezité pro stabilizaci chrupavkové matrix, v bunééné
pohyblivosti, v bunééné proliferaci, v morfogenezi a embryonalnim vyvoji, pii rakoviné a pfi
zanétech.

Ackoliv ma hyaluronan velmi jednoduchou strukturu, témét vSe ostatni tykajici se této
molekuly je neobvyklé. Nekdy je jeji role mechanicka a strukturni (v synovialni tekuting,
ve sklivci nebo v pupecni $nufe), zatimco nékdy ovliviiuje v malych koncentracich spousténi
dilezitych reakci v burice. Hyaluronan ma zvlastni mechanismus biosyntézy a vyjimecné
fyzikalni vlastnosti, z toho divodu byly vyzkumy obtizné. Pokrok byl zdrzovan nezdary —
Casto protoze nebylo mozné pouzit jiz zavedené postupy z jinych oblasti, ale bylo potfeba
vyvinout nové technologie.

Diky rozsdhlému mnozstvi fyziologickych funkci a vlastnosti nasla HA fadu uplatnéni
v mediciné a kosmetice. V klinické mediciné se hyaluronova kyselina pouziva jako
diagnosticky ukazatel/marker mnoha nemoci véetné rakoviny, revmatické artritidy a patologie
jater, jakoz 1 doplnéni poSkozené synovialni tekutiny prostfednictvim intraartikularni injekce
u artritickych pacientii (1écba osteoartritidy). Je také vyuzivana béhem oftalmologickych a
otologickych operacich, k regeneraci a rekonstrukci mékkych tkani, hojeni ran, jako nosic¢
1ékd, v kosmetice jako hydratacni latka.

Vyuziti hyaluronové kyseliny se jevi velmi nadéné vrozvoji tkanového inzenyrstvi a
biomateriali pro rizné biomedicinské potieby zahrnujici ortopedické, kardiovaskularni,
farmakologické a onkologické aplikace.

U chorob, jako je zminéna revmatoidni artritida, mize jeji Sir§i nasazeni vést ke snizeni
celkovych nezadoucich ucinkt a zlepSeni kvality Zivota pacienta. Stejn€ tak mize hrat velkou
roli pfi terapii nevyléCitelnych onemocnéni, jako jsou urcité formy rakoviny, kde je jiz vliv
jeji funkce zkouman.

Dale jsou studovany moznosti jejiho vyuziti jakozto farmaceutického poloproduktu pro
tvorbu novych derivata s vlastnostmi nosicu terapeutickych latek.

HA je jist¢ velmi zajimavou molekulou, kterd si zaslouzi velkou pozornost odborné

spoleCnosti. Miize byt pfinosem pro terapii fady chorob, v jejichz indikacich se doposud
nevyuziva.
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Shromazdéné a zde uvedené informace jsou vysledkem nékolikaleté védecké Cinnosti riznych
pracovist’ zabyvajicich se vyzkumem této latky. I presto je celd fada otazek o HA dosud
nezodpovézena. Zajimavé budou zejména odpovédi na funkci a ulohu HA a jejich
degradacnich produktl pfi tumorogenezi a metastatické aktivit€é nadorovych bunék. Zcela
objasnén neni také vliv molekulové hmotnosti HA pfi riiznych fyziologickych i patologickych
procesech.
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5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA ... hyaluronova kyselina, hyaluronan

Da ................ Dalton (jednotka molekulové hmotnosti, 1/12 atomové hmotnosti uhliku 2c,
1 Da=1,66.10"" kg)

ECM ... extracelularni matrix

CDh44 ... clusters of differentiation 44 (specificky receptor)

RHAMM ........ receptor for hyaluronan-mediated motility (specificky receptor)

LYVE-1 .......... lymphatic vessel endothelial receptor 1 (specificky receptor)

ICAM-1 ........... intercellular adhesion molecule 1 (specificky receptor)

VCAM-1 .......... vascular cell adhesion molecule 1 (specificky receptor)
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6. PRILOHA

Priloha 1: VyuZiti pripravkii s HA ke zvétSeni rtii a k vyplni
mista injekcni aplikace [32)

oblicejovych vrasek — hlavni
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