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Hyaluronova kyselina

Souhrn
Prace se zabyva hyaluronovou kyselinou, ktera je pro své specifické a vyjimecné

vlastnosti vyuzivana v medicin€ 1 v kosmetickém primyslu uz 80 let. Prezentuje jeji vyskyt,
chemickou strukturu a vyuziti v praxi.

Hyaluronova kyselina je linearni polysacharid, sklada se z opakujicich se jednotek
disacharidu tvofeného N-acetyl-D-glukosaminem a D-glukuronovou kyselinou. Dospélé
lidské télo obsahuje az 15 g této kyseliny, kterd je kazdy den obnovovéna a po rozstépeni se
hyaluronova kyselina transportuje lymfatickym systémem do krve, dale pak degradovany
hyaluronan je vyloucen jatry do ledvin a nasledn¢ a pry¢ z téla.

Diky svy unikéatnim viskoelastickym vlastnostem a své vysoké molekulové hmotnosti
se hyaluronova kyselina vyuziva v kosmetologii, oftalmologii, revmatologii, otolaryngologii,
dermatologii, plastické chirurgii a pfi hojeni ran.

Popsan je zde i chondroitin sulfat, ktery se fadi mezi glukosaminglykany, nachazi se
v chrupavkach a dale v pojivovych tkanich. Pouziva se napiiklad pifi 1é¢bé revmatoidnich
onemocnéni. Primyslové se ziskava extrakci z hovézich a veptfovych chrupavek.

Praktickd c¢ast této prace se vénuje stanoveni hyaluronové kyseliny vysokoucinou
kapalinovou chromatografii (HPLC). Stanovovaly se standardy nasycenych a nenasycenych
oligomerti hyaluronové kyseliny (dimer-dekamer) a dale také hyaluronan Stépeny
enzymaticky hydrolasou a lyasou na oligomery. Povedlo se pfipravit ze standardu, kalibra¢ni
roztoky, ty byly proméfeny HPLC metodou a byly vytvofeny chromatogramy jednotlivych
oligomert. Standardy poskytnut¢ firmou Contipro Pharma a.s. hyaluronanu S§tépené
hydrolasou a lysaou, byly uspésné, ale enzymaticky Sté€pené realné (nativni) vzorky praseéich

oocytd, se nepodafilo stanovit, pro jejich vysoky podil nezadoucich slozek.

Klicova slova: chondroitin-sulfat, kolagen, vazivo, polysacharid



Hyaluronan acid

Summary

Bachelor thesis deals with hyaluronic acid which is used in medicine and in the
cosmetics for its specific and unique properties for over 80 years. The work presents its
occurrence, chemical structure and it’s use in practice.

Hyaluronic acid is a linear polysaccharide and it consists of repeating units of
disaccharide consisting of N-acetyl-D-glucosamine and D-glucuronic acid. The adult human
body contains up to 15 g of this acid which is renewed every day, and after digestion
hyaluronic acid is transported by the lymphatic system to the blood and then degraded
hyaluronan is eliminated in the kidneys and liver and consequently away from the body.

Due to it’s unique viscoelastic properties and it’s high molecular weight, hyaluronic
acid isused in cosmetology, ophthalmology, rheumatology, otolaryngology, dermatology,
plastic surgery and wound healing.

The work also describes chondroitin sulfate which amogs to the glycosaminoglycans
and it is located in cartilages and connective tissues. In the medicine CS is used for example
in the treatment of rheumatic diseases. It is industrially obtained by extraction from beef and
pork cartilage.

The practical part of this thesis deals with the determination of hyaluronic acid by high
performance liquid chromatography (HPLC). There are determined standards of saturated and
unsaturated oligomers of hyaluronic acid (dimer-decamer) and also cleaved hyaluronate lyase
enzyme and a hydrolase in oligomers. | managed to prepare calibration solutions from the
standards. Solutions were measured by HPLC method and chromatograms of individual
oligomers were created. Company Contipro Pharma a.s. has provided standards which were
cleaved by hydrolase and lyase and they were successful. On the other side | did not
determine native samples of porcine oocytes, which were enzymatically cleaved, because they

contained a high proportion of undesirable components.

Keywords: chondroitin sulfate, collagen, ligament, polysaccharide
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Uvod

Hyaluronovou kyselinu (HA) poprvé izolovali Karl Meyer s kolegou Johnem Palmerem
roku 1934 jako nezndmou chemickou substanci ze sklivce kravského oka. Zjistili, Ze se tato
sloucenina sklada ze dvou cukernych molekul, z nichz jedna byla uronova kyselina. Pro
zjednoduseni poté navrhli ndzev hyaluronova kyselina, kde je prvni ¢ast ndzvu odvozena od
teckého slova ,,hyalos®, které¢ znamena sklo.

V té to praci je popsana hyaluronova kyselina, veskeré jeji vyuziti a predevsim jeji vzacné
vlastnosti. Hyaluronan je polysacharid a nachazi se jako zadkladni slozka v extracelularnim
matrixu (EMC) vSech obratlovct. Produkuji ho bakterie dale také viry a houby. Hyaluronova
kyselina je pfirozenou soucasti lidského téla, pficemz je stale obnovovana. Tento linedrni
prirodni polysacharid se skldda opakujicich se jednotek disacharidi a proto ma mnoho
vyjimecnych funkci, které vyuzivame hlavné v 1ékaistvi tak v dalSich mnoha oborech.
Najdeme ho napftiklad v strukturdch mezibunéénych hmot chrupavek, zde udrzuje hydrataci,
je velmi dulezitd jako substrat slouzici pro navazani proteoglykand, pro pohyb bunck a
reguluje bunécné funkce. Novy vyvoj se zamétuje na vyuziti té to kyseliny ve vyzkumu
nadorové progrese, k 1écbé riznych zanéth a hojeni ran. Jeji fyzikalni vlastnosti a biologicka
kompatibilita je také dilezitd v rozvoji tkanového inzenyrstvi, biomateridli a klinickych
aplikaci.

Dale je zde zminén chondroitin sulfat, ktery je fazeny mezi glykosaminoglykany. Jeho hlavni
vlastnosti je, Ze ma silny zaporny naboj a tim pomaha osmoticky zadrzovat vodu, ¢imz dava
chrupavkdm pruznost. Kromé chrupavek tuto latku najdeme v ostatnich pojivovych tkanich.
Vyuziva se pii 1écbé osteoartrézy. Primyslové se ziskava extrakci hovézi ¢i veptové

chrupavky.



2 Cil prace

1) Zjistit literarni podklady o struktuie, vyskytu a vyuziti hyaluronové kyseliny
2) Seznamit se s HPLC analyzou hyaluronové kyseliny a provést analyzu vzorkt

3) Zjistit moznosti stanoveni $t€pu hyaluronové kyseliny

3 Historie hyauronové kyseliny

Hyaluronova kyselina je pomérné jednoduchy neesterifikovany glykasaminoglykan, je

skladan ze zakladnich disacharidovych jednotek tvofenych D-glukuronovou kyselinou a N-
acetyl-D-glukosaminem vzajemné spojenych stiidajici se p—1,3 a p—1,4 glykosidickou vazbou
(Koolman a Klaus-Heinrich, 2012).
Hyaluronova kyselina byla poprvé objevena roku 1934 a byla publikovana v ¢lanku dvojici
Karl Meyer a John Palmer. Byla izolovana z o¢niho sklivce jako polysacharid obsahujici
D—glukurunovou kyselinu a D-N-acetylglukosoamin. Pro zjednodus$eni poté navrhli nazev
hyaluronova kyselina (angl. Hyaluronic acid), jako spojeni slov hyaloid (sklovity) a uronic
acid (uronova kyselina) (Garg a Hales, 2004).

Hyaluronan byl z pocatku izolovan z mnoha zdroji tkani, véetné synovialni tekutiny,
hiebene kohouta a pupe¢ni $nury. Chemicka struktura této kyseliny byla vyfesena béhem
padesatych let Karlem Meyerem a jeho kolektivem. Nejprve se izolovala jako kyselina, ale za
fyziologickych podminek se chovala spiSe jako sil — hyaluronat sodny. Molekulova hmotnost
je v fadech 10" Da. Vlastnosti umoziuji hyaluronanu regulovat vodni bilanci, osmoticky tlak
a odpor proti proudéni, interagovat s proteiny a také pisobit jako sito a mazivo, dale
stabilizovat strukturu na zakladé elektrostatickych interakci (Steinbiichel a Vandamme, 2002;
Garg a Hales, 2004).

Hyaluronan byl poprvé komeréné vyuzit roku 1942, kdyZ Endre Balazs zazadal o
udéleni patentu k uZiti této substance k ndhrad¢ vajecného bilku v pekatskych produktech. U
lidi se hyaluronan poprvé 1écebné pouzil az ke konci padesatych let 20. stoleti v 0¢ni chirurgii
k nahrad¢ sklivce (Garg a Hales, 2004).

Termin hyaluronan byl pfedstaven v roce 1986, aby souhlasil s mezinarodnim

nazvoslovim polysacharidii (Steinbiichel a Vandamme, 2002).



3.1.1 Soucastny stav hyaluronové kyseliny

V soucasnosti je hyaluronova kyselina ziskdvana predev§im syntetickou bakterialni
fermentaci bakterii rodu Streptococcus equi a Streptococcus zooepidemicus, dale se stale
ziskava z lidské pupecni $itiry nebo kohoutich hiebinkti. Od objeveni této dilezité kyseliny
ubéhlo pfes 80 let a jeji uplatnéni, diky jejim vyznamnym vlastnostem v rtiznych
prumyslovych odvétvich, véetné mediciny a kosmetiky, roste (Steinbiichel a Vandamme,
2002).

3.1.2 Vyskyt hyaluronanu

Hyaluronova kyselina (HA) je pfirozené se vyskytujici biopolymer, najdeme ji u vSech
obratlovct a pak dale je obsazena v pouzdrech patogennich bakterii, Streptococcus equil,
Streptococcus zooepidemicus a Pasteurella. Na rozdil od vétsiny glykosaminoglykant, které
jsou tvofeny v Golgiho aparatu, bylo v 80. letech 20. stoleti prokdzano, ze hyaluronan se

syntetizuje v plazmatické membrané (Steinbiichel a Vandamme, 2002).

Obr. ¢. 1. Streptococcus equil- HA obsazena v membrané ( www.nmpdr.org )

Je také soucasti extracelularnich matrixu mnoha tkani. V nékterych tkanich
predstavuje tato kyselina jejich hlavni slozku. Nejvétsi koncentrace hyaluronanu se nachézi
v kohoutim hiebinku (7,5 mg.ml™), dale v synovialni tekuting (3-4 mg.ml™), pak v pupeéni

snife a v o¢nim sklivei (Garg a Hales, 2004).



Tab. €. 1. :Hyaluronat sodny obsazeny Vv lidském téle (Sliva a Minaftik, 2009)

Lokalizace Mnozstvi HA Biologicky polocas Molekulova
hmotnost
Mezibunécéna hmota >2.5 g/l hodiny az tydny vysoka
Pupecnik 2-4 gl - -
Synovialni tekutina 2-4 g/l hodiny vysoka
Lymfa <10 mg/l minuty rizna
Sérum 0,01-0,10 mg/l minuty nizka

Ve tkanich, kde se vyskytuje méné, slouzi jako esencialni strukturni slozka matrixu.
Hyaluronova kyselina je pfirozenou soucasti lidského téla (viz tab. ¢. 1.). Lidské télo o
hmotnosti 70 kg obsahuje pfiblizné 15 g této latky, pii¢emz je neustale obnovovana (Garg a
Hales, 2004).

V chrupavkach v lidském téle (viz. Obr. ¢. 3.) hyaluronan vytvaii tzv. agrega¢ni centra

a velky chondroitin sulfatovy proteoglykan, udrzuje tim molekuly agrecanu v matrixu (Garg a
Hales, 2004).

Synovialni blanka
W (nitrobldna
< kloubni)

. Kloubni vaz

_ Synovie
(kloubni maz)

Chrupavka

Obr. ¢. 2.: Synovialni tekutina (www.orling.cz)

Nachézi se také v matrixupojivovych tkéni, ale méné koncentrovany. Méné
koncentrovana HA se nachazi v tkanich, které obklopuji hladké svalové buniky v aorté a dale

fibroblasty ve skare (Garg a Hales, 2004).



3.2 Vlastnosti hyaluronové kyseliny

Jeji hlavni vlastnosti je, Ze na sebe dokaze vazat velké mnozstvi vody a tak dochazi
k optimalni hydrataci tkané, proto je HA dileZitou slozkou mezibunééné hmoty (Garg a
Hales, 2004; Sliva a Minafik, 2009). Je tedy pfitomna vsSude, kde je potieba mezi tkanémi
udrzovat vlhkost a zabranovat nezddoucimu tfeni. Aktivné se tato kyselina ucastni
imunologickych procesii jako signalni molekula a ovliviiuje mobilitu a adhezi bunék v ramci
jejich proliferace a diferenciace (Sliva a Minatik, 2009). Vyznamné jsou také jeji antioxida¢ni
vlastnosti a dale pasobi jako chyta¢ volnych radikala (Garg a Hales, 2004).

Primérna molekulova hmotnost hyaluronanu obsazeného v synovialni tekutiné je 3-4
MDa. Hmotnost HA, ktery je piitomen v pupec¢ni $itite, je 3,14 MDa a velikost jejich fetézct

se pohybuje v rozmezi od 5- ti tisic do 20- ti miliont daltonti (Garg a Hales, 2004).

3.2.1 Roztok hyaluronanu

Polymerové fetézce zaujimaji rozbalenou nahodilou spiralu. Tyto fetézce se pak mezi
sebou zaplétaji, coz mize zpusobit neobvyklé reologické vlastnosti a proto je tento roztok

mimoiadné vazky a velice hydrofilni (Garg a Hales, 2004).
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Obr. ¢. 3.: Modely chovani hyaluronanu v roztoku (Garg a Hales, 2004)

Roztok HA o vyssi koncentraci je extrémné viskozni, uz 1 % roztok je jako rosol, ale
pokud je na ngj vyvinut tlak, pohybuje se velice snadno a miiZze byt vpravovan tenkou jehlou.
Tyto extrémni lubrika¢ni vlastnosti se vyuZzivaji pti postoperacni péci u ortopedickych a

abdominalnich zakroki (Garg a Hales, 2004).



3.2.2 Chemicka struktura

Hyaluronova kyselina je pomérné jednoduchy neesterifikovany glykasaminoglykan.
Sklada se ze zakladnich disacharidovych jednotek tvotfenych D-glukuronovou kyselinou a
N-acetyl-D-glukosaminem vzajemné spojenych stfidajici se p—1,3 a p—1,4 glykosidickou

vazbou (Koolman a Klaus-Heinrich, 2012).

00~ HOCH, 00~ HOCH,
H 4 HH % 0
H 0 H H "
H H
H OH H NHCOCH3; H OH H NHCOCH; H OH H NHCOCH;3
disacharidova jednotka kyselina acetylovany
[B-D-GIcNAC-(1-54)-B-D-GIcUA-(1-3)], glukuronova  glukosamin

Obr. ¢. 4.: Strukturni vzorec hyaluronové kyseliny (Koolman a Klaus-Heinrich, 2012)

Obé& cukerné slozky vychazeji prostorové z glukozy (viz obr.c.5), kterd ve své beta
konfiguraci umoziuje velkym skupindm, napt. hydroxylové, karboxylové, acetamidové, byt
ve vyhodnégj$im postaveni ekvatoridlni roviny, zatimco ostatni vodikové atomy zabiraji méné
prostorové ptiznivé axialni pozice. Diky tomuto uspotfadani je struktura tohoto disacharidu

energeticky velice stabilni (Koolman a Klaus-Heinrich, 2012).

3.2.3 Struktura polymeru

Linearni polymer opakujicich se disacharidovych jednotek (viz obr. ¢. 5) syntetizuje
enzym hyaluronan syntdza tak, Ze stfidav€ pfidava glukuronovou kyselinu a N-
acetylglukosamin k rostoucimu fetézci, ktery vyuziva svoje aktivované nukleoidové cukry
(UDP- glukoronovu kyselinu a UDP- N . acetylglukosamin) jako substraty (Garg a Hales,
2004).



3.3

Obr. ¢. 5.: Ukazuje n€kolik propojenych molekul hyaluronanu, které byly poloZeny na
rovném povrchu tézkého kovu pro kontrast a byly sledovany elektronovym mikroskopem

(Garg a Hales, 2004)

Pocet opakujicich se disacharidii miize v kompletni molekule dosdhnout 10 000 a vice
jednotek, s molekulovou hmotnosti ~ 4 miliony Da (kazdy disacharid ~ 400 Da). Primérna
délka disacharidu je 1 nm. Proto mé& molekula hyaluronanu s 10 000 disacharidy po nataZeni
od konce ke konci 10 pm, tato délka je piiblizné shodna s primérem lidského erytrocytu
(Garg a Hales, 2004).

Syntéza hyaluronové kyseliny

Enzymy které tvoii kyselinu hylauronovou bylo obtizné vy¢istit a rozpustit a proto byla
dlouhé prodleva 65 let mezi objevenim V roce 1934 této kyseliny a prvni aktivni hyaluronové
syntézy v roce 1999. Prekvapivé se hyaluronan objevil az béhem pozdni evoluce, obvykle ho
dnes nachazime u strunatcii. Zajimavé je, ze nékteré patogenni bakterie ziskavaji schopnost
syntetizovat hyaluronan jako mimetické $tity na obranu proti imunitnimu systému hostitele.
(Boeriu a kol, 2012)

Tab. ¢. 2.: Tabulka systému hyaluronové syntézy podle Weigl a DeAngelis (2007)

I. Tiida Il. Ttida
Redukujici Neredukujici
Prislusnici Streptococcus pyogenes, S. | Xenopus aevis, Pasteurella

equisimilis, S. uberis, 1idé a | multocida

mysi

Rast hyaluronového fetézce Redukujici konec Neredukujici konec




3.4

Prvni tfida grampozitivnich bakterii a obratlovct syntetizuje hyaluronan v plazmatické
membranég a vznikajici fetézce (na redukujicim konci, viz tab.¢. 2) jsou vytlacovany piimo do
extracelularnich matrix. Druhou tiidu prezentuje Pasterella multocida, gram negativni
bakterie, kde jsou fetézce pripeviiovany na karboxylovém konci (neredukujicim) (Weigel a

DeAngelis, 2007; Boeriu a kol., 2012).

Regulace syntézy hyaluronové kyseliny

Vétsina poruch bunécné homeostdze stimuluje produkci hyaluronanu. Jsou dvé
zakladni urovné regulace, patii sem:
1) Stimulace syntézy.
2) Inhibice syntézy ristovymi a diferenénimi faktory pusobici na cilové

buriky (Steinbiichela kol., 2002).

3.4.1 Stimulace syntézy

Stimulace syntazy je znama jako mnoho rustovych a diferen¢nich faktor stimulujici
syntézu hyaluronanu, napiikad zvySena produkce hyaluronanu pii nadorovém onemocnéni,
virovy sarkom stimuluje produkci hyaluronanu v chondrocytech (v kufecich fibroblastech a
myoblastech) (Steinbiichel, a kol, 2002; Garg a Hales, 2004).

3.4.2 Inhibitory HA

Inhibitory potlacuji aktivitu syntézy v myofibroblastech a proto je zde divod rozvijet
¢1 1zolovat inhibitory syntézy hyaluronanu, které mohou byt pouzité jako hojivé léky pii
patologickych poruchach souvisejicich s produkci hyaluronanu (Steinbiichel a kol., 2002).

Zatim byly objeveny pouze dva inhibitory hyaluronan syntasy a to jodistanem
oxidované UDP-GICA nebo UDP-GIcNac. Jsou pouzivany jako ,.sebevrazedné™ inhibitory
syntasy. Tyto inhibitory ale nepiekonaji bunéné membrany a musi byt proto importovany do

cytoplasmy pinocytézou (Sliva a Minatik, 2009).


http://www.hindawi.com/39686510/

3.5 Vlastnosti receptorii

Receptory této kyseliny se podileji na pienosu bunéénych signalt. Pro molekulu
hyaluronatu bylo na povrchu rtiznych typta bun¢k identifikovano Sest specifickych struktur,
které mizeme oznacit jako receptory:

» CD44

* RHAMM

*TLR-4

* Layilin

* LYVE-1

* HARE (Sliva a Minatik, 2009).

Mezi nejlépe popsané a charakterizované dnes patii prvni dva receptory a sice CD44 a
RHAMM. Ptedpoklada se, ze oba zasahuji do procesu migrace zanétlivych a nadorovych
bunék, ovliviiuji jejich invazivitu, adhezivitu a proliferaci (Garg a Hales, 2004; Sliva a
Minatik, 2009).

351 CD44

CD44 je transmembranovy glykoprotein, na ktery se kompetitivn¢ vazou polymery HA.
Nachazi se na leukocytech, na endotelu, na parenchymovych a epitelidlnich buitkach. CD44
ma nejméné 17 raznych izoforem a kromé& funkce receptoru pro HA slouZi také jako medidtor
vyzravani, adheze a ptestupu aktivovanych T-lymfocyti z krevniho fecist¢ do mista zanétu.
Rovnéz koordinuje signdly pro bunééné piezivani a smrt. Vazba HA na tento receptor vede k
celé fad¢ bunécnych odpovédi, jako jsou ptilnavost, organizace a obrat extracelularni matrix

na povrchu bunééné (Sliva a Minafik, 2009; Steinbiichel a kol., 2002).

352 RHAMM

Jednim z receptort, ktery se svoji funkci a expresi podoba CD44, je RHAMM (angl.
receptor for hyaluronan-mediated motility). RHAMM neni na rozdil od CD44
transmembranovym proteinem. Oba receptory, jak CD44, tak RHAMM, se podileji na
regulaci pifenosu buné¢nych signalti. Na buné¢nou membranu je napojen zvenéi a mize tak
tvofit M fazi bunécného cyklu a podporuje novotvorbu cév (Sliva a Minatik, 2009; Garg a
Hales, 2004).



3.6

353 TLR-4

TLR-4 (Toll-like receptor-4) patii do skupiny receptoru pro interleukin-1. Cela
skupina TLR je charakterizovana EM ¢asti receptoru bohatou na aminokyselinu leucin. TLR-
4 vaze krom¢ HA také bakteridlni lipopolysacharid. Tento receptor je Siroce rozsifen,
napiiklad v mozku, srdci, ledvinach a jatrech. Ugastni se aktivace monocytli, makrofagi a pfi
vazb¢ tetrasacharidi HA se muzZe podilet i na maturaci dendritickych bun¢k (Delgadom a
Deretic, 2009).

3.5.4 Layilin

Layilin je transmembranovy protein s podobnymi rozsifenim jako TRL-4 receptor.
Extracelularni doména vazajici hyaluronan neni totozna s zadnym dal$im proteinem. Jedna se

o receptor uplatitujici se pii migraci bunék (Bono a kol., 2005).

355 HAREaLYVE-1

Tato skupina dvou receptort HARE a LYVE-1 se nachazi na endotelu lymfatickych
cest. Oba dva jsou membranové proteiny. LYVE-1 se vyskytuje na mistech, kde dochazi k
pohlcovani a degradaci vysokomolekularniho HA. Najdeme ho na lymfatickém endotelu a
endotelu v jatrech a také ve slezin€. HARE se vyskytuje ve stejnych mistech jako LYVE-1
receptor. Internalizace HA dochézi po jeho dopraveni do kompartmentu prelysozomd, to je
zprostfedkovano proteinem HARE, ten se pak nasledné vraci na bunéény povrch (Garg a

Hales, 2004).

Degradace hyaluronanu

Hyaluronan je odbouravan na mensi fragmenty chemickymi metodami za kyselych ¢i
zasaditych podminek, fyzikalnim pisobenim, ultrazvukovymi vibracemi, §tépenim zalozenym

na volnych radikalech nebo riznymi enzymatickymi metodami (Garg a Hales, 2004).

3.6.1 Stépeni volnymi radikaly

Stépeni zaloZené na bazi volnych radikalti §tépi hyaluronan piimo v pojivové tkani a to je
pfi¢inou artritidy a starnuti. Bylo prokézano, Ze hlavnim faktorem pti zah4jeni degradace je
hydroxylovy radikal, ktery zpiisobi nespecifické §tépeni glykosidické vazby. Cim vyssi je
koncentrace téchto volnych radikall, tim se zmensuje molekulova hmotnost hyaluronanu

(Garg a Hales, 2004).
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3.6.2 Biotransformace

Hyaluronan se v organizmu odbourava piedev§sim enzymaticky za pomoci

hyaluronidasy a to dvéma cestami (Sliva a Minafik, 2009).

1. Internalizace a degradace v lysozomech bunék

Hyaluronidasa Hyal-1 je odpovédna za katabolizmus intracelularniho HA. Ta je
pfitomna predevsim v lysozomech. Hyal-1 stépi HA na tetrasacharidy, které jsou nasledné
odbourany [B-glukuronidasou a B-N-acetylglukozaminidasou. Kone¢nymi degrada¢nimi
produkty jsou GICNAc a GIcA, jez se bud’ recykluji a nebo katabolizuji v pentozovém cyklu
(Garg a Hales, 2004; Sliva a Minaiik, 2009).

2. Uvolnéni do extracelularni matrix a transport
Uvolnéni do extracelularni matrix a transport lymfatickymi cestami do jater a ledvin.
Hyaluronidasa Hyal-2 je odpovédna za katabolizmus extracelularniho HA. Po rozstépeni se
HA transportuje lymfatickym systémem do krve, vylouéen je bud’ jatry (80 %) a nebo
ledvinami (10 %) (Garg a Hales, 2004; Sliva a Minatik, 2009).
Existuji tfi hlavni typy hyaluronidasy a degraduji hyaluronan riznymi mechanismy:
a) Sav¢i
b) Z pijavic a parazitt

c) Bakterialni (Sliva a Minatik, 2009).

a) Sav¢ich hyaluronidas (viz obr. €. 7) je pét typa: Hyal-1 az 4 a PH-20 (sperm adhesion

molecule 1 (SPAM-1)).
CHz0H COOH CH,OH CH,0H
HO 0 ° HO Y » HO o +
HO OH
AcHN AcHN heHN
COCH CH,0H
0  HO o
0 0 oM
OH  pehN

Obr. ¢. 6.: Sav¢i hyaluronidasa (Garg a Hales, 2004)
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3.7

e Hyal-1 se nachazi ve vétsin¢ tkani a nalézame ji také v plazmé a mo¢i. Vyzaduje
ke své aktivité pritomnost CD44. U pacientt s karcinomem mocového méchyie a
prostaty dochézi k jeji upregulaci.

e Hyal-2 se také nachazi ve vétsing tkani kromé& mozku. Ke své aktivaci rovnéz
vyzaduje pfitomnost CD44. Patii ke klicovym extracelularnim enzymiim pfi
remodelaci tkani a bunécné migraci.

e Hyal-3 nachazime pfedevsim v mozku. Jeji funkce zatim nebyla objasnéna.

e Hyal-4 je specificka pro chondroitin sulfat.

e PH-20 se nachazi ve spermatu. Narusuje ochranny obal zralého oocytu, jenz je
bohaty na HA a tim umoziluje prinik nejrychlejsi spermie k vajicku a jeho
oplodnéni (Garg a Hales, 2004; Sliva a Minaiik, 2009).

b) Druhou skupinu tvoii hyaluronidasy izolované ze slinné Zlazy pijavice. Je to endo-p-D-
glukuronidasa, pusobenim tohoto enzymu vznikaji piedev§im tetrasacharidové odStépky.
Enzymy tohoto typu mohou byt nalezeny i u méchovct a dalSich parazita (Sliva a Minarik,
2009).

c) Tteti skupinu tvofi bakterialni hyaluronidasy pasobi na hyaluronan pies B-eliminancni
reakce (Garg a Hales, 2004).

Tyto lyasy putsobi jako N-acetyl-D-hexosaminidasy, které odtrhnou [-eliminaci
disacharid obsahujici glukoronosilové zbytky s dvojnou vazbou mezi uhliky 4 a 5. Pro dva
enzymy produkované streptokoky byla ur¢ena i genova sekvence. Tato sekvence je u téchto
enzymu ze streptokoka. Jedna pochazi z Clostridium perfringens a dalsi byla izolovana z

bakteriofaga Streptococcus pyogenes (Kreil, 1999).

Separace a ¢isténi hyaluronanu od oligosacharidi

Byly popsany rizné metody pro separaci hyaluronanu od oligosacharidi. Nejrozsifené;si
mezi n¢ patii gelovd chromatografie, iontové-vyménna chromatografie a vysoce vykonna

kapalinova chromatografie (HPLC) (Garg a Hales, 2004).

3.7.1 Kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoko tuc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - High-Performance Liquid
Chromatography) vyuziva jako mobilni fazi kapalinu. O separaci slozek vzorkl rozhoduji
nejen interakce mezi vzorkem a staciondrni fazi, ale velice vyznamné se zde podili 1 pouzita
mobilni faze. Jsou vyuzitelné rizné mechanizmy separace — normdlni fazové rozdéleni,
systém reverznich fazi, iontova vyména ¢i vymyvani podle velikosti (Klouda, 2005).
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3.8
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Obr. ¢. 7.:Zjednodusené schéma chromatografu (Novakova a kol. 2013).

Pti vSech chromatografickych metodéch se mnohonasobné¢ ustavuje rovnovaha soucasti
analyzované smési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Jedna nepohybliva
(stacionarni faze) ma schopnost riznou mérou zadrzovat jednotlivé soucésti analyzované
smési, druhd pohyblivd (mobilni fize) pak vymyva (eluuje) jednotlivé soucésti smési z
nepohyblivé faze a odnési je ve sméru toku riznou rychlosti, ¢imz dojde k jejich oddé€leni.
Stacionarni faze muaze byt tuha (sorbent) nebo kapalnd, mobilni faze muize byt kapalna
(=eluent, elu¢ni ¢inidlo) nebo plynna (nosny plyn). Hybnou silou v chromatografickém
systému je tok mobilni faze, ktery unési ionty nebo molekuly. Vlastni déleni latek v systému
vSak zavisi na brzdici sile (retenci), ktera plisobi selektivné - n€ktera latka je brzdéna vice,
jind méng. Pfi chromatografickém procesu se ustavuje dynamicka rovnovaha mezi vratnou
sorpci na stacionarni fazi a desorpci na mobilni fazi. Rychlost postupu latky zavisi na sorpcni
rovnovaze, tj. ¢im pevnéji se latka sorbuje, tim pomaleji v systému postupuje (Novakova a
kol. 2013).

Hyaluronan

Obecn¢ je hyaluronan molekula, kterd ma vysokou molekulovou hmotnost a zabira svym
ndhodnym uspotfadanim shlukti velky hydrodynamicky objem v roztoku. Pfi vyssich
koncentracich jsou molekuly hyaluronanu zamotané do sebe a tvofi kontinualni sité a proto je
obdafeny zajimavymi reologickymi vlastnostmi (Hascall a Laurent, 1997; Garg a Hales,
2004).
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Tyto shluky jsou viskoelastické. Proto hyaluronan mutze pusobit jako lubrikant.
Nachazi se v kloubech a na povrchu svali, které po sobé diky té to kyselin¢ klouzou a mohou

se pohybovat (Garg a Hales, 2004).

3.8.1 Buné¢né funkce

Hyaluronan ma dvé hlavni bunétné funkce. Syntéza hyaluronanu, ktera podporuje
bunééné shlukovani a adhezi, inhibuje buné¢nou proliferaci. Pokud je hyaluronan drzen
receptorem CD44 na povrchu bunky, pak slouzi jako adhezivni prvek. Proto tedy funkci
hyaluronanu je zesileni proteinasy na bunééném povrchu. Pokud jsou tedy proteinasy
neaktivni, hyaluronan, pak ukladanim a pfipojenim k receptorim zesili ¢innost faktorti adheze
a inhibuje rast buiky. Jsou-li proteinasy aktivni, potom hyaluronan aktivaci syntesy zvétsi
odpuzovani buné¢k z prostiedi, tedy zvysi migraci a proliferaci (Steinbiichel a kol., 2002; Garg
a Hales, 2004).

3.8.2 Fyziologické funkce

Hyaluronova kyselina ma spousty fyziologickych funkci a ty se 1isi podle zavislosti na

typu tkan¢ ve které se nachazi. Slouzi ve tkani jako molekula vytvarejici odpor k vodé a

tekutindm proudicim v extracelularnim prostoru. Udrzuje osmoticky tlak a podili se na

regulaci molekularniho transportu, kde plisobi jako jakési sito pro postupné propousténi
molekul o rizné molekulové hmotnosti (Kennedy a kol., 2002; Garg a Hales, 2004).

Kyselina se také podili na hojeni ran, kdy degrada¢ni produkty hyaluronanu stimuluji

abiogenezi a vytvafeni novych cév. V neposledni fadé podporuje hyaluronan také

tumorgenicitu, bunéénou proliferaci a migraci (Garg a Hales, 2004).

3.8.3 Patologické funkce

HA nyni pasobi jako farmakologicka signdlni molekula. HA funkce se uplatiuje
v riznych biologickych procesech véetné embryonalniho vyvoje, pii zanétech a to zejména s
ohledem na funkci bilych krvinek, také podporuje hojeni ran pomoci angiogeneze. HA je také
rozhodujici pro udrzeni normalni pruznosti tkani, jejich hydrataci a funkci kloubu (Garg a
Hales, 2004).

Mimo zminéné fyziologické funkce je hyaluronova kyselina pfitomna také v fadé
patologickych dé&ju. Pribéh 1ze odhalit diky zménam jeji koncentrace v Krvi nebo na zaklade

pfitomnosti jejich fragmenti a degradacnich produktt.

14



3.9

Patfi sem pfedev§sim akutni poSkozeni plic a imunologické dysfunkce, vcetné astma a
revmatoidni artritidy a dalsi zanéty v lidském organismu. Pfi patologickych stavech nastava

zména ve sloZeni a velikosti molekuly HA (Garg a Hales, 2004).

Chondroitin sulfat

Chondroitin sulfat (CS) je reprezentativni sulfatovany glykosaminoglykan (GAG), ktery
je roz8ifeny na povrchu bun¢k a v pericelularnim matrixu ve formé proteoglykani (CSPG),
kde alespon jeden CS je kovalentné piipojen k proteinim. CSPG jsou zapojeny nejen v
riznych fyziologickych dé&jich jako je cytokineze, morfogeneze a plasticita neuront, ale také
v patologickych procesech, véetné kosternich poruch, tvorba gliové jizvy po poranéni mozku,

a infekce viry a bakteriemi (Mikami a Kitagawa, 2013).

3.9.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Chondroitin sulfat je sulfatovany polysacharid ze skupiny glykosaminoglykant (viz.
obr. ¢. 9), skladajicich se z opakujicich se disacharidovych jednotek z kyseliny uronové a N-

acetyl-6-amind (Mikami a Kitagawa, 2013).

HOOC CH20H HOOC CH080sH
H HN-CO-CHs H HN-CO-CHs
4,5- chondroitin-4- sulfat 4, 5- chondroitin-6-sulfat

Obr. ¢. 8.: Strukturovany vzorec chondroitinu sulfatu (Flangea a kol., 2009)

V jeho molekule se opakuje disacharidova jednotka sloZena z kyseliny glukuronové a
galaktosaminu, ktery je sulfatovan obvykle na ¢tvrtém nebo Sestém uhliku (chondroitin-4-
sulfat, chondroitin-6-sulfat, viz. obr. ¢. 9). V malém mnozstvi se v fetézci piirozeného
chondroitin sulfatu mohou objevit i nesulfatované disacharidy, disacharidy sulfatované na
jiném uhliku nebo disulfatované ¢i trisulfatované disacharidy. CS je soucasti tady
proteoglykanti obsazenych v kloubni chrupavce, zejména agrekanu, dale téz dekorinu a

biglykanu (Mikami a Kitagawa, 2013).
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3.9.2 Fyziologicka tloha chondroitinu sulfatu

Chondroitin sulfat je jednou ze zékladnich molekul mezibunééné hmoty kloubni
chrupavky. Tato hmota se sklada z pevné kolagenni sité, v niz jsou zanofeny molekuly
proteoglykanu agrekanu. Kolagenni sit' pfedstavuje zakladni nosnou trojrozmérnou
molekularni konstrukci mezibunééné hmoty chrupavky a v ni jsou vazany velké molekularni
komplexy agrekanu. Agrekan je proteoglykan slozen z centralniho proteinu, na ktery jsou
navazany dlouhé fetézce glykosaminoglykant. Hlavnim polysacharidem agrekanu z hlediska
objemu je chondroitin sulfat, ktery vytvairi dvé chondroitin sulfatové domény, dale se v
agrekanu nachazi keratan sulfat a oligosacharidy. Molekuly agrekanu jsou vazany na dlouhé
vlakno hyaluronové kyseliny. Slozeni chondroitinu sulfatu a dasich glukosamint v agrekanu
obsahuji velké mnozstvi negativné nabitych skupin, kvili kterym jsou schopny véazat zna¢né
mnozstvi vody a praveé tato vlastnost je podstatou funkci agrekanu, ktery se pravé kvili zméné
obsahu vody ucastni na absorpci mechanické sily, ktera na chrupavku putsobi. Ke
Spontdnnimu  zvétSovani objemu glykosaminoglykanti vstfebavdnim vody brani za

fyziologickych okolnosti pravé pevna, neelastickd kolagenni sit’ (Olejarova, 2010).

3.9.3 Mechanismus

U osteoartrézy dochézi v chrupavce k fadé metabolickych zmén smétujicich ke
zhorSeni jeji kvality. Degenerativni zmény se tykaji vSech slozek mezibunééné hmoty
chrupavky. Kolagenni sit’ se stdva nasledkem patologické produkce jinych typt kolagenu
(napt. kolagenu typu I a III) méné pevnou a odolnou vii¢i ptisobeni proteolytickych enzymt a
prestava stacit odolavat znacnému osmotickému tlaku agrekanu, ktery absorbuje vice vody a
zvétSuje tak svij objem; edém chrupavky vSak sniZuje jeji elasticitu. Z poSkozené kolagenni
sit€ se téz snaze extrahuji fragmenty 1 celé molekuly agrekanu do synovidlni tekutiny, coz
vede k jeho ubytku v chrupavce. Alterovana je vSak 1 samotna syntéza agrekanu i chondroitin
sulfatu, méni se délka fetézcli chondroitin sulfatu, pomér chondroitin-4-sulfatu a chondroitin-
6-sulfatu, zvySuje se antigenicita chondroitin sulfatu. Vysledkem vSech vyse uvedenych zmén
je pak zhorSeni kvality i snizeni mnozstvi agrekanu, coz vede ke ztraté pruznosti a alteraci
funkce kloubni chrupavky (Olejarova, 2010).

Ve studiich in vitro byly u chondroitinu sulfatu prokazany vsechny charakteristické ucinky,
tedy stimulace syntézy mezibunééné hmoty chrupavky, inhibice jeji degradace a
protizanétlivy efekt. CS napf. zvySuje syntetickou aktivitu kultivovanych humdannich

chondrocytti, zvysuje produkci proteoglykani a zaroven snizuje aktivitu kolagendzy.
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In vitro byl dale prokazan ptiznivy vliv chondroitin sulfatu na apoptézu kralicich
chondrocytli. Chondroitin sulfdt ma rovnéz vlastni protizanétlivy ucinek, na kterém se podili
nékolik mechanisma: in vitro ovliviiuje chemotaxi, fagocytézu i migraci zanétlivych

bunécnych elementl a snizuje uvoliiovani lyzozomalnich enzymi (Olejarova, 2010).

3.10 Vyuziti hyaluronové kyseliny v mediciné

V lidském té€le je hyaluronat zakladni stavebni jednotkou mezibunéného matrixu. Je
tvofen fadou bungk, pficemz nejvyznamnéji se na jeho syntéze podileji pfedevsim fibroblasty,
keratinocyty a chondrocyty (Sliva a Minatik, 2009).

Pro okolni bunky vytvaii jakési leSeni, byva zminovan rovnéZz v kontextu své
schopnosti na sebe vazat vodu, a pfispivat tak k optimalni hydrataci tkan¢. Pro své vynikajici
viskoelastické vlastnosti je hojné vyuzivan napiiklad v o¢ni chirurgii, pfi artroskopickych
operacich, pfi terapii mocové inkontinence, intraartikularn¢ pii osteoartroze, pfi
endoskopickych operacich k prevenci jizveni, dale jako vypln vrasek v plastické chirurgii, k
intravezikalni instilaci pfi cystitidach a v o¢nich ¢i nosnich kapkach (Garg a Hales, 2004).

3.10.1 Dermatologie

Dermatologie, neboli kozni 1¢ékafstvi, je obor mediciny zabyvajici se kuzi a jejimi
derivaty (vlasy, nehty, potni zlazy, atd.) a chorobami kize (Garg a Hales, 2004).

KtZe pusobi jako ochranny §tit proti vnéjSim vliviim z prostfedi, hlavni funkci kiize je
ochrana proti patogentiim, toxickym latkam, radiaci (UV zafeni) a proti mechanickému stresu.
Déale méa vyznam jako vyluCovaci orgéan, pii termoregulaci, jako smyslovy organ a v
neposledni fadé tfeba zminit i jeji zasobni funkce a tvorbu vitaminu D. Vyuziti Ha
v dermatologii je velice vyhodné, nemé velké nezddouci G€inky pro télo, je pfirozend a shoda
V chemickém sloZeni hyaluronanu produkovaného streptokoky s lidskou umoziuje aplikaci

rovnou, bez ptedchoziho testovani na zviratech (Proksch a kol., 2008).

3.10.2 Kosmetika

Kuze jako slozity organ lidského téla vyZaduje kazdodenni péci a pozornost. Stav kiize
hraje dulezitou roli ve vztahu k fyzickému a duSevnimu zdravi. K tomu, aby byla kize v
dobrém stavu, je nutné ji udrzovat v dokonalé Cistoté¢ a optimalné hydratovanou (Proksch a

kol., 2008).
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V soucasné dob¢ jsou k dispozici kosmetické pripravky s hyaluronovou kyselinou,
které maji pfedev§im hydrata¢ni G¢inek a zpomaluji projevy starnuti. V dermatologii se do
kosmetickych pfipravkli pfiddva hyaluronan a rtizné jeho derivaty, ty jsou piinosné pro
povrch pokozky, maji antioxidacni, hydratacni a protizanétlivé ucinky. Hyaluronova kyselina
zpomaluje starnuti pokozky, podporuje epidermdlni integritu a poméaha obnovovat epidermis.
Utinky zalezi na molekulové hmotnosti hyaluronanu v daném vyrobku, to znamena, e &im
vys$i je ta koncentrace a molekulova hmotnost hyaluronanu, tim je pfipravek efektivnéjsi a
ucinek delsi. Pouziva se, ale kombinace smési o nizké a vysoké molekulové hmotnosti,
protoze nizkomolekuldrni hyaluronan je schopen 1épe penetrovat rohovitou vrstvu kiize a
vytvaii spojeni mezi endogennim hyaluronanem v hlubSich vrstvach epitelu a exogennim
hyaluronanem pokryvajicim kiizi. Spojeni dvou molekularnich hmotnosti usnadiuje prichod
vody a malych molekul z povrchu pokozky do podkozni intracelularni matrix a zpét (Abbiati,
2002).

Kosmetické ptipravky s obsahem HA jsou dnes vyrabény pievazné ve formé emulzi.
Ty se vyuzivdji hlavné na hyperkeratozy a alopecie. Krémy, které kromé samotné HA miizou
obsahovat 1 aktivni latky, jako jsou vitamin A, vitamin E, kyselina askorbova, vytazek z
meésicku 1ékarského, propolis, aloe vera, ginko-bilobu, bambucké maslo, v¢eli vosk, rtuzné
oleje a dalsi latky. Tyto kosmetické produkty jsou u¢inné pii redukci vrasek a k podpofte jeji
elasticity. Dale se vyuzivaji pii ochran¢ proti fotodermatdze, proti zarudnuti a spole¢né s
hydrochinonem pfi 1é¢bé senilnich skvrn (Abbiati, 2002).

U nés vyzkumem, vyvojem a biotechnologickou vyrobou aktivnich latek pro
kosmeticky a farmaceuticky primysl zabyva firma Contipro Pharma. Hyaluronovou kyselinu
pouziva predevsim v piipravcich denni péce o plet, v nocnich a regeneracnich pfipravcich, v
kosmetice urcené po slunéni, v dekorativni kosmetice, v piipravcich pfed a po holeni a v

neposledni fad¢ i v Cisticich prostifedcich (www.contipro.cz).

3.10.3 Plasticka a esteticka chirurgie

Prsni implantaty jsou v soucasné dobé k dispozici vyrobené hlavné ze silikonového
gelu. Studie vsak potvrdily, ze dalsi alternativou by mohla byt vypln z hyaluronové kyseliny.
Implantaty na bazi hyaluronanu jsou mnohem mek¢éi a umoziuji lepsi vizualizaci struktur
Vv okoli implantatu (pfi potfizeni rentgenového snimku) neZ implantaty se silikonovym gelem

(Lapé¢ik, 1998).
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Vyhodou pouziti hyaluronové kyseliny je, ze ma lep$i snasenlivost ve srovnani s
pouzitim kolagenu, protoze hyaluronova kyselina je vysoce biokompatibilni a nedrazdivou
latkou s dobrou biologickou rozlozitelnosti (www.contipro.cz).

Hyaluronan ve form¢ injekci se aplikuje do podkozi, vyuziva se pro vyplnéni
oblicejovych linek a vrasek, také i na feSeni jizev tam, kde je nedostate¢né pouziti bézenych

kosmetickych piipravku (Abbiati, 2002; www.contipro.cz).

3.10.4 Otolaryngologie

HA se ve vysS§im mnozstvi v téle nachazi i v hlasivkach. V této tkani ovliviiuje nékolik
funkei, véetné jeji viskozity, tkanového pratoku, osmozy, tlumeni narazt a hojeni ran. Tyto
funkce jsou pro hlasivky obzvlasté dilezité, protoZze maji ptimy vliv na tloustku a viskozitu
hlasového organu (Kogan a kol., 2007).

Derivaty hyaluronové kyseliny jsou urceny ke zvySeni viskozity hlasivek, k regeneraci
poskozenych hlasivek a k 1é¢b¢ jejich nedostate¢né funkénosti. Hlavni nevyhodou 1écby
hlasivek hyaluronovou kyselinou je vSak kratka doba jejiho t¢inku, pouze jenom 3-5 dni.
(Lapcik, 1998; Kogan a kol., 2007).

V 1é¢bé poruchy sluchu se osvédCily estery HA, napt. pripravek HYAFF, ktery je
pouzivan pii operacich dutin ucha, podporuje hojeni ran na bubinku, usnadiuje reepitelizaci,

stejné jako zabrafiuje sristani vrstev mezi sliznici (Kogan a kol., 2007).

3.11 Revmatologie

Revmatologie je obor vnitiniho 1€katstvi, zabyva se diagnostikou a 1écbou
onemocnéni pohybového aparatu nechirurgického typu. Revmatické onemocnéni, které
postihuje pohybovy aparat, jako jsou klouby, kosti patete, svaly, vazy, §lachy a ipony, také
postihuje ostatni organy (srdce, pice, ledviny) (www.old.If3.cuni.cz).

Revmatologie ma tedy interdisciplinarni charakter a erudovany specialista musi proto
znat kromé& vlastni revmatologie 1 vnitini Iékatstvi, klinickou imunologii, rehabilitaci a
fyzikalni 1écbu, ale i principy revmatochirurgie (Pavelka a kol., 2002).

Revmatické onemocnéni rozdélujeme do téchto skupin:
o Zanétlivé

e Degenerativni (www.old.If3.cuni.cz).
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3.11.1 Zanétlivé onemocnéni

Revmatoidni artritida je systémové zanétlivé onemocnéni, ve kterém je bolest kloubti
navic doprovazena degenerativnimi zménami v jinych organech, jako jsou plice, srdce, cévy
(www.old.If3.cuni.cz).

Zdrava

chrupavka <
p Chrupavka Slacha

Swval

Synovium
Kloubni

pouzdro
Synovialni tekutina

Kost

Kost

JKloub ovlivnény
Revmatoidni artritidou

Ubytek kostni hmoty
(kostni eroze)

Zuzovani chrupavky

Ubytek kostni hmoty Zanicené symovium

(generalizovany)
Oteklé koubni pouzdro

Obr. ¢. 9. : Schéma kloubu pti Revmatoidni artritidé (Tamer, 2013)

U kloubu HA hraje dilezitou roli v ochrané kloubni chrupavky a transportu zivin do
chrupavky. U pacientt s revmatoidni artritidou (viz. obr. ¢. 10) se uvadi, Ze HA pusobi jako
anti-zanétliva latka, tak ze brani pfilnuti imunitnich komplexti na neutrofily prosttednictvim
receptoru nebo také, ze chrani synovialni tkané pii uchyceni zanétlivych mediatort (Tamer,
2013).
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3.11.2 Degenerativni onemocnéni

Hyaluronova Kyselina byla pouzita k experimentilni 1é¢b¢é osteoartrozy, ktera je
fazena mezi degenerativni onemocnéni. Pii onemocnéni osteoartrézy dochdzi ke snizeni
molekularni hmotnosti hyaluronové Kkyseliny je zpiisobena pfitomnosti protizanétlivych
cytokind, volnych radikalti a proteinas, které plisobi na metabolismus fibroblastd B, které
syntetizuji hyaluronovou kyselinu o nizs$i molekularni hmotnosti v synovialni tekuting, ktera
ve spojeni se ziedénim plazmatickou tekutinou a pfitomnosti proteinti (zptisobenou zvySenou
propustnosti synovialni membrany pii zanétu) zptsobuje zhorSené reologické vlastnosti této
synovialni tekutiny. Vyzkum provadény na zvifatech ukézaly, ze nitrokloubni injekce HA
snizuji poSkozeni kloubni chrupavky. V kone¢ném disledku obnovuje HA viskoelasticitu
synovialni tekutiny, snizuje =ztuhlost a zlepSuje pohyblivost kloubii obnovenim
transsynovialniho toku, coz ma vliv na metabolismus a homeostasu kloubu (Kogan a kol.,
2007; www.old.If3.cuni.cz).

Déle muze byt hyaluronova kyselina pfimo depolymerizovdna volnymi radikaly,
intracelularnimi  hyaluronidasami  ajinymi glukosiddzami ze synoviocytd a leukocytl
V synovialni membran¢ (Stair-Nawy a kol., 1999).

Kogan a kol. (2007) navrhli dulezit¢ mechanizmy hyaluronové kyseliny, které
uplatiiuji sviyj terapeuticky vliv:

e Obnoveni viskdznich a elastickych vlastnosti synovidlni tekutiny.

e Biosynteticky stimula¢ni vliv exogenni hyaluronové kyseliny na bunky (hyaluronan
vpraveny vstfiknutim, miize indikovat endogenni syntézu hyaluronanu synovialnimi
burikami, inhibovat degradaci chrupavky a stimulovat proliferaci chondrocytit).

e Hyaluronova kyselina ma viditené analgetické ucinky.

e Protizanétlivy uc¢inek HA, kdy se snazime pfi terapii snizit pocet zanétlivych bun¢k v

synovialni tekuting.

3.11.3 Oftalmologie

Prvni komer¢ni oftalmologicky produkt na bazi HA Healon byl pfipraven z kohoutich
hiebinkit a byl pouZzivan i pro ochranu endotelu rohovky pfi jeji transplantaci. V soucasné
dobé je k dispozici fada vyrobkd s rlznou molekulou hmotnosti HA, vcetné preparatu

Viscoat, ktery kombinuje hyaluronovou kyselinu s chondroitinem sulfatem.
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V soucasné dobé je HA Siroce pouzivan v mnoha procedurach, véetné pronikajici
keratoplastiky, trabekulektomii, retinalni znovu pfipojeni a tirazové chirurgie, stejné jako
1é¢ba ke zmirnéni ptiznaki nemoci suchého oka (Klingenberg, 2013).

V oku se HA vyskytuje pirevazné ve sklivci, ktery je prihledny, bezbarvy a je to
Zelatinovd hmota vypliujici prostor mezi o¢ni ¢ockou a oblozenim na zadni stran¢ oka.
Funkce HA ve sklivci se v podstaté tyka poskytovani tvaru, objemu a struktury prostiedi.
Vétsinou je slozeny hlavng z vody (98% az 99%), jakoz i malé mnozstvi rozpusténych latek,
jako jsou soli, cukry, vitrosiny, kolagen a dal$i proteiny. Pouziti HA v o¢nim oSetfeni je
vyuzivano diky jeho hydrata¢ni vlastnosti a schopnosti rozsitit 1éky béhem kratkého Casu a
podpote hojeni tkani. V dusledku toho je HA pfirozenou volbou pi#i vyhodnoceni moznych
pomocnych latek pro oftalmologii (Klingenberg, 2013).

Tradicni komeréni zdroje HA jsou extrakci kohoutich hiebinki a nebo riznych
oslabenych kment Streptococcus. U téchto zdroji vSak muze byt potencialni riziko
kontaminace z Zivoci$nych bilkovin, virti, nebo endotoxini. Kromé toho, jak extrahovand HA
tak mikrobialné odvozena HA se &isti pomoci tvrdych organickych rozpoustédel, které
ptedstavuji dalsi potencialni zdravotni problémy pacienti (Klingenberg, 2013).

Fermentace Bacillusu pro vyrobu HA je vyvinuta tak, aby piekonala jak vyrobni tlak,
tak 1 bezpecnostni problémy spojené s riziky kontaminace ze zvirat. Bacilus subtilis je
nepatogenni bakterie, jejiz vyrobky jsou obecné povazovany za bezpecné. Proces fermentace
vyuziva minimalni médium, bez zadnych zvifecich produktii a technika je na bazi vody, ktera
odstraniuje pouziti organickych rozpoustédel ve vyrobnim procesu. Vysledny HA se
vyznacuje nizkym mnozstvim nukleovych kyselin, proteinl, bakteridlni endotoxiny,
exotoxiny a mikrobidlni kontaminace, coz sniZuje alergické reakce. Pouziti biotechnologii k
vyrobé HA nejen zvySuje bezpe¢nost, ale umoziuje vyrobu stupiitt hyaluronové kyseliny,
polymert o rizné délce fetézcti a molekulové hmotnosti. To zase umoziuje vyrobu o¢nich

roztokd 0 né¢kolika riznych viskozitach (Klingenberg, 2013).

3.12 Lécba akutnich zranéni a chronickych ran

Hojeni rany je komplexni proces, béhem kterého dochazi k sebeobnové kiize po
poranéni (Midwood a kol., 2004). Tyto procesy se objevuji v pfesnych systematickych
kaskadach, které piesn¢ odpovidaji vyskytu raznych typl bun€k v rané béhem odlisnych etap
procesu hojeni. Komplexy procest, které jsou spoustény po poranéni tkané, mohou byt

rozdéleny na Ctyii faze: hemostaza, zanét, proliferace a remodelace (Enoch a Price, 2004).
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U zdravych jedinci se rany vétSinou hoji v relativné kratkém cCase a bez komplikaci.
Zpomalené hojeni nebo tvorba chronické, nehojici se rany, mize byt zpisobena faktory, jako
Jsou vyssi vek, infekce, Zilni onemocnéni nebo diabetes. Hyaluronova kyselina byla vyvinuta
za ucelem podpory pfirozeného procesu hojeni rany, vyznamné zkracuje celkovou dobu
hojeni a zlepsSuji kvalitu zivota mnoha pacientim. VétSina vyrobka s hyalurnovou kyselinou
je urena na vlhké hojeni komplikovanych, zanicenych nebo chronickych ran

(www.contipro.cz).

3.12.1 Chronické rany

Chronické rana je obecn¢ definovana jako poruseni kontinuity kozniho povrchu a
integrity organizmu, poruSeni anatomické struktury a s ni souvisejici funkce ktize, zpisobené
riznymi ptic¢inami. Jde o defekty se ztratou kozni tkdné Casto zasahujici hluboko do tkéni
podkoznich. Doba hojeni takovych ran je obvykle delsi nezli 6 tydnt, nebot” reparace tkané v

nékteré z fazi hojeni stagnuje (Enoch a Price, 2004; Stryja, 2009).

V soucasné dobé je odhadovéno, Ze chronickou ranou trpi po celém svété vice nez 13
milionii pacientii. Kvili starnouci populaci, zvySujicimu se celosvétovému vyskytu diabetu a

obezity se pocet pacientil s chronickou ranou kazdoro¢né zvySuje (Www.contipro.cz).
Podle zdroju Contipro Pharma a.s. patii mezi tfi nejéastéjsi druhy chronickych ran:

e Diabetické viedy
e Bércové viedy

e Prolezeniny
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KYSELINA HYALURONOVA

RUSTOVE FAKTORY
PRITAHOVANE KYSELINOU
HYALURONOVOU

Obr. ¢. 10. :Hojeni ran pomoci hyaluronové kyseliny (www.contipro.cz)
3.12.2 Hyodine

Tento produkt je pfimo vyrobek Contipro Pharma, je to zdravotnicky prostiedek
urceny k hojeni vSech druht chronickych, akutnich ran a i rany infikované. Produkt ma
gelovitou strukturu, ¢imz je vhodny také pro aplikaci do velmi hlubokych ran, ¢i dutin.
Utinnost produktu Hyodine je zaloZen na spoleéném, plisobenim mezi hyaluronové
kyseliny a jodu. Hyaluronova kyseliny vytvaii vrané ptirozené vlhké prostiedi
podporujici migraci a viabilitu bun¢k a soucasn¢ odvadi z rany nadbyteény exudat.
Zatim co komplex jodu chrani HA pfed degradaci bakteriemi pfitomnymi v rané, a
zaroven zajiSt'uje antibakteridlni ochranu rany. Hyodine Gi¢innym zplisobem podporuje
granulaci a epitelizaci rany a urychluje jejich hojeni, také je velmi efektivni predev§im

pfi hojeni diabetickych viedd (www.contipro.cz).
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4 Metodika

4.1 Pouzity material

Byly pouzity nasycené a nenasycené oligomery hyaluronové kyseliny (dimer-
dekamer). Pro $tépeni hyaluronové kyseliny byly pouzity dva enzymy lyasa [EC 4.2.2.1] a
hydrolysa [EC 3.2.1.35], (www.sigmaaldrich.com).

i 2.
€O, CHzOH COOH CH.0H
(o] (0] 0
H / H L
o OH
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OH NH
) OH ||\u-|

Obr. ¢. 11.: Strukturovany vzorec 1. nenasycené HA, 2. nasycené HA (Volpi, 2000)
4.2 Pouzita metoda

V HPLC metodach se ustavuje rovnovaha v distribuci analyzovanych latek mezi
dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi (stacionarni a mobilni). Stacionarni faze ma schopnost
riznou mérou zadrZovat jednotlivé soucasti analyzované smési, mobilni faze pak eluuje
jednotlivé soucasti smési z nepohyblivé ¢asti a odnasi je ve sméru toku riznou rychlosti, tim
dojde k jejich oddéleni.

Hyaluronova kyseliny byla stanovena pomoci systému firmy Dionex (USA) — piistroj
UltiMate 3000 — stavebnicovy systém HPLC s PDA detekci. Pouzité standardy hyauronanu a
oligomerd (nasycenych i nenasycenych) byly poskytnuty firmou Contipro Pharma a.s.
Z nasyc. a nenasyc. oligomerti byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 0,1000;
0,0100; 0,0250; 0,0120; 0,0063; 0,0031; 0,0015 a 0,0007 %. Metodou HPLC byly tyto roztoky
promé&feny a nasycené oligomery HA byly detekovany pii 210 nm a nenasycené oligomery pfi
232 nm.

Metodika stanoveni byla ziskana od firmy Contipro Pharma a.s. (Hermannova, 2013,
pers. comm.). Jako mobilni faze byly pouzity roztoky NaCl v koncentraci 20 a 250 mM. Byla
pouzita kolona firmy Showa Denko America, Inc. (blizsi tdaje viz pfiloha ¢. 1). Nastiik

vzorku 50 mikrolitrii, teplota pii separaci byla 35 °C.
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4.3 Meéreni kalibraci

Délka separace trvala 44 minut. Gradientova eluce probihala dle tabulky ¢. 3.

Tab. ¢. 3. Prubéh gradientové eluce.

Retencni Cas Pritok
[min] [ml/min] % 20 mM % 250 mM
1 0,000 1,500 100,0 0,0
2 0,000 1,500 100,0 0,0
3 25,000 1,500 24,0 76,0
4 26,000 1,500 0,0 100,0
5 32,000 1,500 0,0 00,0
6 33,000 1,500 100,0 00,0
7 40,000 1,500 100,0 00,0

5 Vysledky

5.1 Kalibrace

Povedlo se ptipravit ze standardii nasycenych a nenasycenych oligomert (Stépi)
hyaluronové kyseliny kalibracni roztoky o koncentracich 0,1000; 0,0100; 0,0250; 0,0120;
0,0063; 0,0031; 0,0015 a 0,0007 %, které byly proméfeny metodou HPLC. Byly ziskany
chromatogramy jednotlivych oligomerd, které jsou v pfilohach ¢. 2-10. Reten¢ni casy
jednotlivych oligomeri jsou uvedeny v tab. ¢. 3. Na zadkladé ziskanych chromatogramt byly

vytvotfeny kalibra¢ni kiivky.

5.2 Méreni Stépeni hyaluronanu

Vedle standardi byla provedena analyza enzymaticky Stépeného hyaluronanu
(Contipro Pharm, a.s.), ktery $tépili kolegové z Katedry veterinarnich disciplin FAPPZ CZU
v Praze. Byly pouZity 2 enzymy, hydrolasa a lyasou. Oba enzymy S§tépily hyaluronan na
oligomery (viz obrazky ¢. 11 a 12 ). Hydrolasa $tépi na oligomery nasycené a lyasa vytvari

Stépy s dvojnou vazbou (nenasycené).
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Obr. €. 12.:Standard hyaluronové kyseliny St€peny lyasou, méteny pii 210 nm

L

N "

5.3

Obr. ¢. 13.: Standard hyaluronové kyseliny stépeny hydrolasou, méfeny pii 232 nm
Méreni realnych (nativnich) vzorki

V dalsi fazi byly prométovany vzorky se St€py hyaluronové kyseliny, které dodali
kolegové z KVD FAPPZ v Praze. Jednalo se o vzorky praseCich oocytl, které byly
kultivovany a enzymaticky S$tépeny. V téchto vzorcich se nepodatfilo stanovit Stépy

hyaluronové kyseliny, protoze vzorky obsahovaly vysoky podil rusivych slozek viz obr.¢. 13,
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které zkreslily piky $t€pii hyaluronanu. V dalsi praci (diplomova prace) se budu vice zabyvat

problematikou méfeni nativnich vzorkd, resp. ptipravou vzorkl pfed samotnym méfenim.

o Pbroren 16220 Hs #1% “m WVIS 1
m

T

Obr. ¢. 14.: Chromatogram enzymaticky $tépené vzorky hyaluronové kyseliny

Tab. €. 4. : VSechny retencni asy zaznamenané v chromatogramu (viz. obr. €. 13)

dimer tetramer hexamer oktamer dekamer

nas. nenas. nas. nenas. nas. nenas. nas. nenas. nas. nenas.

Retenc¢ni
¢as [min] 3,24 - 7,59 6,89 11,16 | 12,06 | 14,89 | 1591 | 17,98 | 19,08
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Obr. ¢. 15. :Chromatograf nasycenych a nenasycenych oligomert (dimer-dekameri)(Retencni Casy viz tabulka €. 3)
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6 Diskuze

V mé praci jsem zvolila pro stanoveni HA metodu HPLC s DAD detekci. Jedna se o
bézné pouzivanou metodu, kterou vyuziva fada autord, napt. Ruckmani a kol. (2013), Alkrad
a kol. (2002) a Volpi (2000). Vedle HPLC metod lze vyuZzit napf. spektrofotometricka
stanoveni v UV oblasti (Homer a kol., 1993, Alkrad a kol., 2002) nebo elektroforetické
metody (Alkrad a kol., 2002).

Metoda, kterou uvadi Volpi (2000), je pouzita vjeho praci na méfeni vSech
nenasycenéch, nesulfovanych mono- a disacharidi odvozenych od chondroitinu sulfatu a
hyaluronové kyseliny po jejich derivatizaci S dansylhydrazinem a jejich nasledné separaci
HPLC s fluorimetrickou detekci. Tuto metodu jsme zkouseli, ale pro jeji slozitéjsi pripravu
(derivatizaci) jsme od ni upustili.

V této praci byly pouzity standardy nenasycenych a nasycenych oligomert (dimer-
dekamery) hyaluronové kyseliny enzymaticky $tépené lyasou, nebo hydrolasou ta byla poté
méfena pii 232 nm (Stépy hydrolasou) a pti 210 nm ($tépy lyasou). Pouzité vinové délky pro
detekci byly srovnatelné s pouzitymi vinovymi délkami jinych autort, kteti vyuzivali vinové
délky od 195 nm (Alkrad a kol., 2002) az po 205 nm (Ruckmani a kol, 2013). V naSem
ptipadé byla pouzita vinova délka 201 nm, kter¢ se jevila pro nase standardy optimalni.

Volpi (2000) pouzil material, chondroitinasa z Proteus vulgarit [EC 4.2.2.4].
Chondroitin sulfat vzorky byly extrahovany zhovézi a prase¢i pruduSnice a zraloci
chrupavky. Dermatan sulfat byl ziskén z vepfové sliznice a hyaluronan z hovézi pridusnice.

Pro stépeni standardi hyaluronové kyseliny byly v nasi praci pouzity dva enzymy
bovinni lyasa [EC 4.2.2.1] a hydrolasa [EC 3.2.1.35]. Dale jsme analyzovaly vzorky §tépt
hyaluronové kyseliny, které byly poskytnuty KVD FAPPZ v Praze. Vzorky byly ziskany
z prasecich oocytl, které byly kultivovany a enzymaticky Stépeny. Pouziti ndmi zvolenych
enzymu piineslo uspokojivé vysledky a aktivita enzyml byla podobna jako u citovanych
zdroj.

Hyaluronova kyseliny Vv této praci byla stanovena pomoci systému firmy Dionex
(USA) — pristroj UltiMate 3000 — stavebnicovy systém HPLC s PDA detekci. Z nasyc. a
nenasyc. oligomerti byly pfipraveny kalibrac¢ni roztoky o koncentracich 0,1000 - 0,0007 %.
Jako mobilni faze byly pouzity roztoky NaCl v koncentraci 20 a 250 mM. Byla pouzita

v

mikrolitrd, teplota pfi separaci byla 35 °C. Pritok kolonou byl 1,5 ml/min.
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Pouzita kolona odpovidala pouzitym elu¢nim roztokl, pro separaci $t€ptl i hyaluronové
kyseliny lze vyuzit v jinych eluc¢nich systémech napt. kolony BioSepSEC S2000, 300mm-7.8
mm (Ruckmani a kol., 2013), (reverzni faze) nebo kolony typu exchange Dowex 1x2.

Pro stanoveni se pouziva obecné bud’ isokraticky ¢i gradientovy rezim eluce. Zplisob
eluce je zavisly na pouzité kolon€ a typu rozpoustédel. V nasi praci jsme pouzili gradientovou
eluci. Isokratickou eluci pouzil napt. Volpi (2000).

Reten¢ni Casy nasycenych a nenasycenych oligomert se pohybovaly zhruba 3 - 19
minuty. Celkova separace probihala u nasich analyz celkové 44 minut.

Retenéni ¢as piku nenasyceného HA disacharidu v chromatogramu byl ptiblizné pii 7
minuté (Volpi, 2000). V nasi analyze jsme tento standard neméli, ale jeho retenc¢ni ¢as Vv
porovnani s ostatnimi nenasycenymi a nasycenymi $tépy HA by byl nékde okolo 2,5 minuty.

Realné (nativni) vzorky se §tépy HA se nepodatilo stanovit z divodu vysokého obsahu
rusivych latek, které zkreslovaly piky s§tépti a znemoznily jejich identifikaci a kvantifikaci.
Realné vzorky je tieba lépe pfipravit a pred¢istit pfed samotnou analyzou, ¢emuz se budu

vénovat ve své diplomové praci.
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[ Zavér

e Vresersi této prace byly shrnuty dostupné informace o struktuie, vyskytu, vyznamu
hyaluronové kyseliny v organismech a vyuziti jejich vlastnosti v mediciné a
kosmetice.

e Hyaluronova kyselina je chemicky polymer aminoderivati sacharidi o polymera¢nim
stupni piiblizn¢ 5000 az 20 000 000 monosacharidovych jednotek (hmotnost az
4MDa)

e Hyaluronova kyselina je nezastupitelnou slouceninou v organismu s celou fadou
dulezitych funkci, kam patii napiiklad lubrika¢ni hmota pro kloubni spojeni, dale je
pritomna ve sklivei o¢i, na povrchu tkéni a sliznic, které hydratuje a udrzuje ve
fyziologicky funk¢nim stavu.

e V mediciné se vyuziva v ocnim lékafstvi, pti 1éCb¢ a hojeni ran. Aplikuje se bud’ ve
formé potravnich doplikt (kloubni vyziva) nebo ve formé gelii a krémt nebo ve
formé injekeni.

o V praktické casti prace se podafilo pripravit kalibraéni roztoky standardd Stépi
hyaluronanu (nenasycenych a nasycenych oligomerd hyaluronové kyseliny), které
byly proméfeny HPLC a byly vytvoteny kalibra¢ni grafy téchto latek.

e Byla provedena analyza enzymaticky §tépeného hyaluronanu za pouziti dvou enzymu
bovinni lyasa [EC 4.2.2.1] a hydrolasa [EC 3.2.1.35]. Ziskané §tépy se podafilo
separovat, identifikovat a kvantifikovat.

e Vlastni enzymaticky Stépené realné vzorky se nepodafilo stanovit pro jejich vysoky
obsah rusivych doprovodnych latek.

e Dalsi prace v oblasti ptipravy realnych vzorki budou zahrnuty do diplomové prace.
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9 Seznam pouzitych zkratek

CD44....cccoiiiiiiiiiii, clusters of differentiation 44 (specificky receptor)
CSa e chondroitin sufat
Da..ooooiiiii Dalton (jednotka molekulové hmotnosti, 1/12 atomové hmotnosti

uhliku 12C, 1 Da = 1,66.10%" kg)

ECM...oooiiiiiii, extracelularni matrix

GAG ..., glykosaminoglykan

GICNAC......c o N-acetylglukosamin

HA. o, hyaluronova kyselina, hyaluronan

HARE ................................ hyaluronan receptor for endocytosis (hyaluronanovy receptor
HAS .. hyaluronan-syntazy

HPLC .........ccccciiveveenneenee. VysokoU€innd kapalinova chromatografie

HYAL1-4.. . ... savéi hyaluronidasa

LYVE-1.......ooiiiia lymphatic vessel endothelial receptor 1 (hyaluronanovy receptor

na endotelu lymfatickych cest)
PH-20- (SPAM-1))............ sperm adhesion molecule 1 (testikularni hyaluronidasa)
RHAMM. ..................... receptor for hyaluronan-mediated motility (receptor pro HA
zprostiedkujici bunéénou motilitu)
TLR-4 .........cccccveeuene.... toll-like receptor 4 (receptor skupiny Toll)

pro endocytozu)
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12 Seznam priloh

Ptiloha ¢. 1: Vlastnosti kolony IEC QA-825

Vlastnosti produktu

Material kolony

Polyhydroxovy methyl akrylat

Funkéni skupina

QA

Délka kolony 8,0-75 (mm)
Velikost ¢astic 12 um
Maximalni tlak v koloné 2,0 MPa
Maximalni pouZitelny pritok 1,5 ml/min
Teplotni rozsah 10 az 50(°C)
Rozsah pH 2-12
Velikost pora (A)-praimeér 5000
lon-vyménna kapacita 0,5 meg/g
Koncentrované org. rozpoustédlo 20%
Koncentrace soli 20mm-1,0 M
Produkt F611 00 11

Ptiloha €. 2: Chromatograf nasycen¢ho dimeru HA
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Chomatograf nenasyceného tetrametru HA
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Ptiloha ¢. 9.: Chomatograf nenasycené¢ho oktameru HA
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