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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci postupu modifikace kyseliny hyaluronové pro
pfipravu artificialnich synovialnich kapalin. Na zaklad¢ literami reserSe byla pro modifikaci zvolena
aminokyselina alanin. Hlavnim cilem bylo zlepSeni mechanickych a stabilitnich vlastnosti artificialni
synovialni kapaliny. Charakterizace byla provedena pomoci DLS mikroreologie, makroreologie,
termogravimetrické analyzy (TGA), vicetthlového rozptylu svétla spojeného s asymetrickou frakcionaci
tokem pole (AF4-MALS ) a infracerven¢ spektroskopie (FTIR). Teoreticka ¢ast této prace se zaméiuje
na pohybovy aparat, popis synovialni kapaliny a roli hyaluronanu v metabolismu. V ramci diplomové
prace byla modifikovana artificialni synovialni kapalina, jejiz pfiprava byla stéZejnim bodem predesié
bakalarské prace. Experimentalni ¢ast se zamé&fuje na postup modifikace hyaluronanu, srovnani vzorku
artificialnich  synovialnich kapalin bez modifikace, obsahujici modifikovany hyaluronan
a s modifikovanym hyaluronanem i chondroitin sulfatem. Pripravené vzorky byly hodnoceny z hlediska
viskoelastickych vlastnosti, ¢asové a enzymatické stability. Pro srovnani byl pouzit i volné dostupny
viskosuplement Orthovisc® a realna koriska synovie.

Abstract

This master thesis deals with the optimization of the procedure of modification of hyaluronic acid
structure for the use in the artificial synovial liquids. Based on the literature research, the amino acid
alanine was used for the modification of carboxylic group in the glucuronic acid. The main subject of
study is the improvement of the stability and mechanical properties of synovial liquid. DLS
microrheology, macrorheology, thermogravimetric analysis (TGA), multi-angle light scattering with
flow-field flow fractionation (AF4-MALS) and infrared spectroscopy (FTIR) were used for
characterization. The theoretical part of this theses submits review of the musculoskeletal system, role
of hyaluronic acid in metabolism and summary of synovial liquid. The experimental part focuses on the
measurement of the stability and mechanical properties of three artificial samples (first with no
modification, second with modified hyaluronic acid and third with modified hyaluronic acid and
chondroitin sulphate). These samples were compared with real horse synovial fluid and artificial
viscosupplement Orthovisc®.
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mikroreologie, alanin, viskoelastické vlastnosti
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1 UVOD

Kostra a svaly tvofi funkéni prvek umoziujici télu pohyb. Klouby predstavuji pohyblivé spojeni kosti
obsahujici synovialni kapalinu, jejiz ,.zakladnim stavebnim kamenem® je hyaluronan, ktery se bézné
vyskytuje v extracelularni matrix (ECM). Synovialni kapaliny v kloubech zajistuji plynulost pohybu,
zabranuji nezadoucimu opotiebovani kloubnich hlavic, prenaseji sily pusobici na kloub v pohybu

a zabrartiuji poranéni kloubu.

Neukojitelna potieba plnéni kazdodennich povinnosti vychazejici z naladéni spolecnosti cCasto
v dasledku nezadoucim zpusobem ovliviiuje lidské zdravi. Clovék se snaZi stihat zvysujici se
spolecenské naroky na tikor kvality a mnozstvi spanku, pohybu a vyzivy. Tyto prvky jsou nezbytné pro
zdravi mysli a téla. Pokud je ¢lovék dlouhodobé vystavovan nedostatku vyZzivy, odpocinku a pohybu,
pak je vysoce pravdépodobné, ze dojde ke vzniku onemocnéni pohybového aparatu. Dal$im nezadoucim
faktorem ohroZujicim zdravi je genetické zatizeni dédicnymi onemocnénimi. Prvotné je jedinec
limitovan béhem sportovnich aktivit. V progresivni fazi onemocnéni kloubd je dotyény omezovan
i vramci kazdodenniho zivota, finaln€ je vyrazn¢ ovlivnéna zakladni schopnost sebeobsluhy.
Praktickym prfikladem je aktivni sportovec neschopny na pocatku onemocnéni podavat patfi¢né vykony,
nasledné pocituje obtize pfi bézné chiizi (na urad, do obchodu) a nakonec se bolesti ozyvaji pii kazdém
pohybu (vstavani ze zidle, dep, predklon). Pri 1¢€b¢ kloubnich obtizi je dulezité pamatovat i na proces
hojeni. Podpora organismu predstavuje Sirokou Skalu moznosti, jimiZ je mozno regulovat omezené,
pozastavené nebo blokované samo obnovujici funkce organismu. Pro zdravy pohyb jsou krom kloubu
dalezité i synovialni kapaliny, na které se tato prace zaméfuje. Je tfeba cilit na zlepSeni funk¢nich
vlastnosti poskozenych kloubt. Je Zadouci zapracovat na zdokonaleni funkénich vlastnosti artificialni
synovie ve smyslu jeji ¢asové stability, biokompatibility a nasledné pfiblizeni vyrobniho procesu
smérem k aplikaci do kloubi. Jednim z limitujicich faktora artificialni synovialni kapaliny je degradace
hyaluronanu. Ta se reologicky okamzit¢ projevuje poklesem komplexni viskozity a ztratou
viskoelastickych vlastnosti, coz v realu znamena, Ze se synovialni kapalina posouva od tekutiny schopné
reagovat pri silovém puisobeni jako pevny material k tekuting, ktera svym chovanim pfipomina olej. Pro
1é&bu mechanického opotiebeni kloubu je v momentalnd v Ceské republice povolena injekce
viskosuplementli popf. latek ovliviiujicich intraartikulami prostfedi pouze do kolenniho kloubu.
Duvodem je zatim nepodchyceny postup aplikace. Koleno je jednim z nejvétSich kloubu, obsahuje
nejvice synovialni kapaliny. Béhem aplikace je tfeba jehlou proniknout az do kloubu, coz je velmi
bolestivy proces. Produkty dostupné pro tyto ucely na trhu maji nevyhodu v Cetnosti opakované
aplikace. Proto vidim vys$si stabilitu artificialni synovie jako velkou vyhodu jednak ve smyslu snazsiho
uchovani pred aplikaci, tak delSi vydrze béhem pusobeni v kloubu. To by mohlo snizit pocet aplikaci,

tedy pocet vpichu do kloubu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pohybovy aparat

Pohybovy aparat tvofi kostra a svaly. Kostra pfedstavuje pevnou oporu t€la, na kterou se svaly napojuji
a zajistuji dynamicky pohyb. Jednotlivé kosti jsou propojeny pojivovou tkani nebo klouby. Propojeni
pomoci pojivove tkan€ lze rozlisit na dalsi tfi typy, a to vazivové propojeni (§vy na lebce novorozencii),

chrupavcité (meziobratlova ploténka) nebo pomoci kosti (§vy na lebce dospélého cloveka) [1].

2.1.1 Svaly
Svaly se pevng upinaji na kostru a témér okamzit¢ poskytuji odpovédi na impulzy z mozku. To zajistuje
ochranu téla pred urazem (popaleny, dislokace). Svaly je mozno rozd€lit do tfi kategorii dle zpusobu

provedeni pohybu.

Agonisté jsou nejsiln€jsi svaly pro vétSinu zakladnich pohybii. Synergisté samostatné pohyb
neprovadéji, a proto se oznacuji jako pomocné svaly. Jsou schopny pfispét k provedeni pohybu
uskute¢nované¢ho primarné agonisty. Posledni skupinu tvorfi antagonisté, ktefi pusobi silové proti
pohybu proto, aby byly pohyby plynulé a netrhavé [2].

2.1.2 Klouby

Obecné lze fict, Ze je kloub sloZen z dvou hlavnich komponent, a to kloubni hlavice a kloubni jamky.
Na koncich kosti v oblasti kloubu se nachazi chrupavka, cely kloub je uzavien v kloubnim pouzdre
obsahujicim synovialni kapalinu. Flexibilita kloubu je omezena jeho geometrii, pokud dojde k pohybu
mimo rozsah kloubu, pak hrozi jeho dislokace, coz je bolestivy stav. Nebezpecim pii vykloubeni je
poruseni mekkych tkani v okoli kloubu. Klouby je mozno délit na jednoduché (styk pouze dvou kosti)
a slozen¢ (styk vice kosti)[1], [3].

2.1.3 Chrupavka

Chrupavka obsahuje strukturn¢ pojivovou tkar, podoba se vazivu, ale diky pritomnosti proteoglykant
je mnohem pevnéjsi. Chrupavky je tfeba rozdélit do tii kategorii, které se rozliSuji typem kolagenu na
elastickou, hyalinni a fibrozni.

Elasticka chrupavka, jak z nazvu vyplyva, poskytuje organismu pruznost a nachazi se napriklad
v sluchovém ustroji. Hyalinni chrupavka je velmi pevna, vyskytuje se v pradusnici nebo v kloubech
a u embryi obratlovcu predchazi vzniku kosti. Fibrozni chrupavka poskytuje organismu nejvétsi oporu,
je slozena z kolagennich vlaken, tudiz odolava velkému namahani. Fibrozni chrupavky se vyskytuji
v kloubech s velkymi naroky na silové pusobeni jako jsou meziobratlové ploténky nebo menisky
v kolennich kloubech [4].

2.1.4 Synovialni membrana
Synovialni membrana je fibroznim, velmi prokrvenym povlakem kloubu. Hlavni funkci této membrany
je udrzeni stalého slozeni synovie. Membrana obsahuje synoviocyty, které¢ kontinudlné syntetizuji

hyaluronan pro synovialni kapalinu [5].



2.1.5 Synovialni kapalina

Synovialni kapalina pfedstavuje esencialni soucast kloubu, ktera slouzi pro jeho ochranu a vypli.
U zdravého pacienta bez patologického stavu se mnoZzstvi synovie pohybuje v rozmezi nékolika

mililitra. Tato Zluta ¢ira kapalina svou hustotou asociuje vajecny bilek.

Funkce synovidlni kapaliny v organismu

Kloub je konstrukén€ uzptisoben k pohybu, béhem kterého na néj pusobi rizné sily (napfiklad tfeci nebo
tihova). Dlouhodobé pusobeni sily spolu se zménami materialu (kost, chrupavka) vede k poskozeni
kloubu [6]. Jak z vySe zminéného textu vyplyva, synovialni kapalina musi kloubum poskytovat ochranu
silového pusobeni (zatéze). Pojem ,,viskoelasticky* zahrnuje kapaliny, které se bez vnéjsiho zasahu
chovaji jako voln¢ tekouci latky, ale pfi pusobni sily vykazuji povahu elasticky pevného télesa. Béhem
pohybu jsou na klouby kladeny vysoké naroky, protoze dochazi k silovému pusobeni a pfenosu sil
pohybovym aparatem. Synovialni kapalina vypliiuje prostor mezi chrupavéitymi konci jednotlivych
kosti. Zde dle aktualnich naroka snizuje tfeni nebo zpeviuje kloub pro jeho ochranu (pevnost kolenniho
kloubu pfi doskoku) [5].

SloZeni synovidlni kapaliny

Po biochemické strance synovie predstavuje filtrat krevni plazmy a tim napomaha pfi vyzivé kloubu,
ktery neni cévné zasoben. Majoritni slozku synovialni kapaliny tvori kyselina hyaluronova. Tento
polysacharid je slozeny z disacharidovych jednotek (1—3)-B N-acetyl-D-glukosaminu stfidajiciho se
s (1—4)-p D-glukuronovou kyselinou. Distribuce molekulovych hmotnosti synovialniho hyaluronanu
je pomémg Siroka (v rozmezi od 4 kDa do 8 MDa) [7], [8] Krom hyaluronanu synovie obsahuje jeste
bilkoviny a lipidy. Synovialni proteiny jsou albumin a y-globulin. Povrchové aktivni fosfolipidy
zprostfedkovavaji mazaci funkci. Lubrika¢né obaluji povrchy chrupavek a vnitiniho prostfedi kloubu,

a tim prispivaji ke sniZeni tfeni [9].

2.2 Onemocnéni pohybového aparatu

Sklon k onemocnéni kloubii muze byt podminén geneticky, ale také muze byt ziskan v dusledku
nespravné zivotospravy. Tyto degenerativni zmény se projevuji z pravidla v prub¢hu 5. dekady zivota

a vyrazn¢ snizuji kvalitu zivota postizené osoby.

Osteoartoza (OA)

Konkrétni pric¢iny vzniku tohoto onemocnéni stale nejsou pfesné urceny, ale predpoklada se, ze OA je
vysledek kombinace hned n¢kolika faktori. U nemocnych dochazi k poruse vyzivy chrupavek, dochazi
ke zvySeni vodnatého podilu v kloubech. Dochazi k masivnimu ubytku proteoglykant, coZ se projevi
na snizeni elasticity kloubnich slozek. Organismus ztraci chrupavéitou hmotu, tomu muze nasledovat
zanét kosti. Fyzicky nemocny pocituje bolesti kloubti spojené nasledné se zanétem, coz vede
k pohybovym diskomfortim az k imobilit¢. Vyskyt onemocnéni je pravdépodobnéjsi u starSich lidé,
protoze klouby vlivem starnuti ztraci schopnost obnovy chrupavéité tkané. Dalsim faktorem
inklinujicim k OA je nadvaha a s tim spojené pretézovani kloubu [10].



Artritida

Artritida je vSeobecnym pojmem zahmujici desitky autoimunitné podminénych chorob kloubu
vedoucich k jejich bolestivosti a snizen¢ mobilité.

Revmatoidni artritida je zavazné zanétlivé autoimunitni onemocnéni, pfi kterém dochazi k ubytku
chrupavcité tkan¢ [4]. Toto onemocnéni se vyskytuje az 5x Castéji u Zen nez u muzu. Psoriaticka artritida
je pridruzené zanétlivé onemocnéni, které postihuje klouby pacientd trpicich autoimunitnim
onemocnénim zvanym lupénka, pii kterém dochazi ke vzniku Supinatych lozisek vsude po téle [11].
Rocni prirastek je pocitan na 1 az 10 nemocnych na 100 000 obyvatel. Septicka artritida je zpusobena
bakterialnimi puvodci a muze nastat i u pacientu po vyméné kloubtu. Bakterie se pfemnozi a aktivuji
imunitni reakci vedouci k otoku a bolestivosti postizené¢ho kloubu [12], [13]. Ve ¢lanku [14] sledovali
zmény hyaluronanu v zavislosti na mife progrese onemocnéni revmatoidni artritidou a zjistili, ze
koncentrace hyaluronanu je u pacientu nizsi nez u zdravych lidi, ale nejsou mezi nimi rozdily. Nemocni
pacienti se v koncentraci hyaluronanu pohybuji mezi 0,17 az 1,32 g/l. Nebyl pozorovan zadny vliv 1é¢iv

na strukturu hyaluronanu (porovnavana nesteroidni a steroidni 1écba).

2.3 Proteoglykany

Proteoglykany jsou nezbytnou strukturni slozkou tkani, zajistujici organizaci hmoty v celém organismu,
hojné se vyskytuji v extracelulami matrix ajejich vliv saha az k organizaci fibrilamich vlaken kolagenu.
Jsou slozeny zhlavniho proteinového vlakna ubikvitinové drahy, na kterém jsou navazany
glykosaminoglykany (GAG), které zajiStuji specificnost jednotlivych proteoglykanovych vlaken.
Hlavni proteinové vlakno dosahuje rozméru od 10 do 500 kDa [15]. GAG jsou polyanionty, proto jsou
schopné vazat opacné nabité ¢astice (K* a Na*). Tim jsou schopny osmoticky pfitahovat molekuly vody
a udrZzovat je v ECM. Zapomy naboj GAG jim propujéuje pritomny sulfat a hydroxylové
skupiny [16], [17].
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Obrazek 1: Prehled GAG [15]

2.3.1 Zastupci GAG
Chondroitin sulfat (CS) se hojné vyskytuje v chrupavkach a je nedilnou soucasti ECM. Diky zapornému

naboji je CS schopen v kloubech zadrzovat vodu, ktera napomaha kloubiim v odpovédi na silové
pusobeni. Vyhodou podani CS jako 1éciva je jeho pozitivni vliv na mirnéni priznaki OA [4].

Dermatan sulfat (DS) je typickou soucasti fibrozni pojivové tkané [18]. DS ma vliv na srazeni krve,
aktivuje rastové faktory hepatocyti v jatrech a tcastni se i protoonkogeneze. Protoonkogeny se bézné
nachazi v organismu, kde jsou zodpovédné za proliferaci bun¢k. Nebezpeci predstavuje abnormalni
aktivace téchto gent, ktera vede k nekontrolovatelnému a nadmémému bunécnému déleni [19], [20].

Keratan sulfat (KS) se nachazi v rohovce, kloubech a kostech. KS je schopen udrZovat tkané
hydratovang, a proto se pouziva jako pfisada o¢nich kapek. Miyamoto a kolektiv zjistili, ze KS je mozno
pouzit i jako biomarker pii stanoveni rakoviny zenského pohlavniho ustroji [21], [22]. Podavani KS
stejn¢ jako DS v ramci 1é¢ebné preventivniho procesu hraje vyznamnou roli pfi ochrané chrupavek proti
poskozeni [23].
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Primarnim tkolem heparinu je antikoagulace. V dnesni dob¢ je ziskavan ze stfevni sliznice prasat
a hovéziho dobytka, nasledn¢ precistén a hojné pouzivan v 1é¢b¢ vysoké srazlivosti krve. Heparin
produkuji zimé buniky umisténé v pojivove tkani nebo kapilarach. Heparan sulfat (HS) se nachazi na
membranach bun¢k a v extracelularni matrix. Stejn€ jako heparin je HS schopen antikoagulovat, avSak
v niz§i mife oproti heparinu [24], [25].

Kyselina hyaluronova (HA) se v organismech nachazi ve form¢é sodné soli aje linearnim
polysacharidem slozenym z disacharidovych jednotek N-acetylglukosaminu a kyseliny glukuronové.
[26]. Primémy dospély 70 kg jedinec obsahuje piiblizné 15 gramu HA, ktera vypliuje vétsinu
extracelularniho prostoru, v organismu hraje vyraznou roli v embryogenezi, ale i pii vzniku rakovinného
bujeni [27]. HA se vyskytuje napfiklad v o¢nim sklivei, ECM nebo v synovialni kapaliné. Prumyslové
se ziskava z bakterii rodu Streptococcus fermentacnim procesem, byt je ho mozno ziskavat i z kohoutich

hrebinku nebo osrdeénikové tekutiny kraliku [28].

2.4 Syntéza hyaluronanu

Hyaluronan je syntetizovan na vnitini strané¢ plazmatické membrany, ve form¢ linearniho polymeru.
Tim se odliSuje od ostatnich glykosaminoglykani, kter¢ jsou syntetizovany v Golgiho aparatu [29], [30].
Nasledné je vytlaCen membranou do okolniho prostiedi, protoze by jinak hrozilo zni¢eni buriky, a to
hned ze dvou davodd. Prvnim divodem jsou nové vznikajici fetézce hyaluronanu o desetitisicich
disacharidovych jednotek, které zabiraji velké mnozstvi prostoru. Druhym divodem, pro¢ je nezbytné
nov¢ nasyntetizovany hyaluronan vytlacit z bun¢k je jeho viskozita. Ta predstavuje jednu z velmi
dalezitych a hojné vyuzivanych vlastnosti hyaluronanu. Rapidni rist viskozity uvnitf buiky je opét
nezadoucim faktorem pro zachovani prirozenc¢ho intracelularniho prostredi [27].

Hyaluronansyntazy

Syntéza hyaluronanu je zajisténa enzymy hyaluronansyntazami (HAS). Ty jsou rozdé¢leny do tfi tfid.
Strukturné jsou témér identické, presto vSak poskytuji rozdilny finalni produkt lisici se molekulovou
hmotnosti hyaluronanu. Délka fetézclii hyaluronanu je odlisna vzhledem k jeho funkcim v riznych
¢astech organismu, proto je nezbytné produkovat hyaluronan o riznych molekulovych hmotnostech.

Prvni dvé tfidy HAS1 a HAS2 produkuji hyaluronan o vysSich molekulovych hmotnostech (nad
2 MDa). Oproti tomu tfida HAS3 je schopna produkovat hyaluronan v rozmezi 100 az 1000 kDa. HAS3

je oproti prvnim dvéma aktivnéjsi, je schopen rychlejsi produkce hyaluronanu [30], [31].

Béheme syntézy jsou stidavé zapojovany jednotky uridindifosfat-glukuronové kyseliny (UDP-GIcA)
a uridindifosfat-N-acetylglukosaminové jednotky (UDP-GIcNAc) na redukujici konce polymeru.

Neredukujici konec je orientovan vné a tak dochazi k vypuzovani hotového hyaluronanu[30], [32].

12



elongace HA

|_|lu.u. \‘ \l
M\} T h '\lﬁ plazmatick4 membréna

UDP-GIcA UDP-GIcNAc
vpp O upp &

Obrazek 2: Syntéza hyaluronanu [30]

2.5 Degradace hyaluronanu

Degradace hyaluronanu muze byt jak zadouci, tak nezadouci. Z hlediska organismu je nezbytné, aby
dochazelo k obnové bunééné hmoty, a to se vyrazné€ projevi i na tzv. obratu hyaluronanu. V kuzi
a kloubech je 20 az 30 % odbourano hned na misté, zbytek zajiStuje lymfaticky systém. VétSina
hyaluronanu je odbourana jatry (kolem 90 %), ledviny procistuji pfiblizné 10 %, ale je zajimavé, Ze
v moci ztéla odchazi maximalné 2 % z celkového mnozstvi hyaluronanu [33]. Rychlost zpracovani
a nasledného odbourani hyaluronanu v synovialni kapaling (stejné jako v celém téle) uzce souvisi s jeho
molekulovou hmotnosti. Cim je del3i fetézec (vy$si molekulova hmotnost), tim vétsi ¢as je tieba na jeho
zpracovani. V podstaté véci je tieba rozliSovat mezi degradaci fyzikalni a chemickou. Do fyzikalni
degradace patfi vlivy prostiedi jako UV zafeni, ultrazvuk nebo teplota. Chemicka degradace zahrnuje

pusobeni enzymiu jako jsou napfiklad hyaluronidazy.

2.5.1 Fyzikalni faktory degradace
Mezi fyzikalni faktory je mozno zaradit teplotu, volné radikaly nebo napfiklad ultrazvuk. Se zvySujici

se teplotou klesa viskozita hyaluronanovych roztoku, coz je nezadouci projev v ramci viskoelastickych
vlastnosti pro aplikaci do kloubii. Pokud klesne viskozita v kloubech, pak dochazi k uvolnéni, klouby

ztraci na pevnosti a hrozi nebezpeci poranéni.

Ultrazvukové ptsobeni nedokaze hyaluronanovy fetézce rozstépit na monomerni jednotky, ale dokaze
snizit jejich molekulovou hmotnost. S molekulovou hmotnosti je spojena i stabilita a mechanicka
odolnost matrice. Nizkomolekularni hyaluronan neni schopen poskytnout dostacujici viskoelasticky

profil, ktery by byl srovnatelny s vlastnostmi realnych kloubnich matric [34].

Volné radikaly v téle vznikajici po absorpci ultrafialového zareni (naptiklad ze Slunce). Existuje studie,
kde ucinky oxidativniho stresu na hyaluronan tlumily pfidavkem mannitolu. Vysledkem byl odolngjsi

hyaluronan [35].
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2.5.2 Chemické faktory degradace

Hlavni doménu ovliviiujici degradaci hyaluronanu z chemického hlediska vypliuji enzymy. Tyto
bilkovinné molekuly specificky interaguji s vhodnym substratem a pomoci vytvofeni enzym-
substratového komplexu degraduji makromolekuly na méné€ organizované struktury, coz je nezbytnou
soucasti funkéniho metabolismu.

Transmembranové receptory CD44 a RHAMM

Transmembranovy glykoprotein CD44 je hlavnim receptorem pro hyaluronan. Strukturné variabilni
CD44 reguluje metabolismus hyaluronanu, aktivaci leukocytii a sniZzovani cytokint (dalezité pro
imunitni odpovéd’). Zajimavé je, ze krom spousténi imunitni reakce pomoci leukocytu, také figuruje
v nadorovém bujeni [36]. Slouzi pro aktivaci imunitni reakce, zajiStuje komunikaci mezi burikami

samotnymi a komunikaci buiiky s matrix.

Druhy transmembranovy receptorovy protein RHAMM (pro mobilitu hyaluronanu) kontroluje presun
materialu v ramci bunééné hmoty a nachazi se jak uvnitf bun¢k, tak na membrané. RHAMM kontroluje
déleni bunck. V ramci degradace hyaluronanu figuruji oba receptory (CD44, RHAMM). Pii kontaktu
molekuly hyaluronanu s receptory dochazi ktvorbé lysozomalniho vacku se Stépenym

hyaluronanem [31].

Hyaluronidazy

Hyaluronidazy (HYAL) jsou bilkovinné¢ enzymy zodpovédné za Stépeni polymernich fetézcu
hyaluronanu na kratsi segmenty. Oznaceni hyaluronidazy je nepifesné, nebot’ jsou tyto enzymy schopny
$tépit 1 chondroitin, chondroitin sulfat, i kdyz v mensi mife nez hyaluronan. HY AL je vice typu, jsou
déleny dle organismiu, z nichz pochazeji.

Bakterialni HYAL je mozZno oznacit jako f-endo-N-acetylglukosaminidazy a mechanismem svcého
ucinku spadaji do lyaz. Jejich pusobeni je detekovatelné spektrofotometricky. Produktem bakterialnich
HYAL jsou disacharidov¢ jednotky [37], [38].

Savéi HYAL jsou také f-endo-N-acetylglukosaminidazy, ale fadi se do hydrolaz. Pivodni problém
v detekei jejich aktivity byl vyfeSen s ELISA testy. Savéi HY AL bylo mozno detekovat pouze zménou
viskozity nebo novym vznikem N-acetyl-glykosidovych jednotek, vSechny tyto parametry byly
nespecifické. Obecné lze definovat rozdilnou ucinnost téchto enzymu v zavislosti na pH. HYAL
obratlovcli zahmuje dvé skupiny, prvni obsahuje HY AL dosahuji nejvyssi aktivity pfi neutralnim pH.
Druha skupina zahrmuje lysozomalni enzymy nejlépe pracujici pfi pH pod 4. Hlavnim produktem jsou

tetrasacharidové jednotky [38].
HYAL pijavic, n€kterych parazitii a korysi reaktivitou pfipominaji HY AL obratlovci a také se fadi
mezi hydrolazy. Stejn¢ jako u sav€ich HY AL dochazi ke vzniku tetrasacharidu [38].

Peroxinitrodovy aninon ONOO

Tato stabilni molekula pusobi na buriky nezadoucim zpusobem. Jakozto oxidacni ¢inidlo smétuje buriky
bud’ k apoptdze (bunécné smrti) nebo minimalné ztraté¢ funkénich vlastnosti. Ve ¢lanku [40] dokazali,
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Ze pritomnost tohoto aniontu zkracuje délku hyaluronanovych fetézcu, coz ve véts§im méfitku vzbuzuje

imunitni reakci.

2.6 Modifikace hyaluronanu

Modifikace hyaluronanu pfedstavuji moznost vylepseni jeho ,slabsSich® vlastnosti v zavislosti na dané
aplikaci. Diky pfitomnosti enzymatické¢ho aparatu je télo schopno odbourat hyaluronan bez vétsich

problému s rychlosti imérnou jeho molekulové hmotnosti nebo specifickym modifikacim.

Sira hraje zasadni roli v sitovani hyaluronanu. Autofi publikace [41] popisuji, jak modifikovat
hyaluronanovy gel pomoci divinyl sulfatu, kterym hyaluronan ziska na stabilité i pevnosti a je vhodnéjsi
pro adhezi bunék v ramci tkanového inzenyrstvi. Thiolem modifikovany hyaluronan vykazoval in vitro
na bunkach mysSich fibroblasti pomalejSi degradaci nez bez modifikace, a toiza pfitomnosti

hyaluronidaz [42].

Pouziti benzylovych derivati je aktualni pro tkanové inzenyrstvi umélych chrupavek. Takto
modifikovany hyaluronan je hydrofobni a da se ridit rychlost jeho degradace [43]. Stejné tak je pro
tkanové inZenyrstvi slibna kombinace hyaluronanu s hydrazidovymi derivaty. Pfedstavuji dobry
potencial pro cilené¢ uvoliovani 1éCiv a pro studium role hyaluronanu v bunééné signalizaci
a adhezi [44].

Pozitivnim pfinosem miize byt i spojeni hyaluronanu s kyselinou taninovou (TA). TA se fadi mezi
trisloviny, coz jsou polyfenoly bézn¢ se vyskytujici v rostlinach nebo ovoci. Jsou zodpovédné za trpkost
nezralych plodu a bézné se pridavaji do kavy ¢aje nebo vina pro obohaceni chuti. Ve ¢lanku [45] zmiriuji
hyaluronanovy hydrogel sitovany pomoci polyethylen glykol diglycidyl etheru (PEGDE). TA je
schopna fyzikaln¢ sitovat za pifitomnosti PEGDE a tvofit tak pevnou vodikovou vazbu. To ma za
nasledek zvySeni pevnosti hydrogelu, lepsi proliferaci bunék bez cytotoxického rizika. Pritomnost TA
zaroven pozitivn¢ ovliviiuje odolnost hydrogelu vici enzymatickému puisobeni hyaluronidaz. Dal§im

benefitem je antioxidacni aktivita matrice, protizanétlivé vlastnosti a vétsi reologicka stabilita.

Na degradaci ECM se podileji dvé hlavni skupiny enzymt a to hyaluronidazy (viz kapitola
2.5 Degradace hyaluronanu) a metaloproteinazy. Tyto proteolytické enzymy, zodpovédné za proces
hojeni a vznik jizev, ke své aktivitd vyzaduji pfitomnost kovu. Stpi kolagenova vlakna a patii mezi né
kolagenazy nebo gelatinazy [46]. Alkylové derivaty hyaluronanu jsou schopny inhibovat funkci vyse
zminénych skupin enzymu a to tak, Ze pomoci alkylového fetézce prostorové zabrani metaloproteinazam

interagovat s pfitomnymi ionty kovu, ¢imz tyto enzymy ziistanou v inaktivni formé [47].

Hyaluronan se da také pouzit jako substrat pro zabudovani IéCiva. V piipadé mitomycinu C
(chemoterapeutikum s antitumorickou aktivitou) slouzi pro prevenci peritonealni adheze a lepSiho cileni
na rakovinu prsu nebo vaje¢nikt. Pfi operaci dutiny bfisni v mist¢ rany dochazi k okamzitému hojeni
tkan€, a to ne na okrajich fezu, jak je bézné na kazi, ale na celé plose poranéni (chirurgickém fezu)
bezprostiedné po jeho vzniku. Peritonealni sristy jsou nezadouci z hlediska pooperacnich komplikaci
ve smyslu zvySeni imunitni reakce a rozvinuti zanétlivého stavu, coz je nezadouci. Dale jsou peritonealni

srusty nebezpecéné pro zastaveni prichodnosti tenkého stieva a fertilitu (poceti) u zen [48], [49].
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2.7 Detekce hyaluronidazové aktivity

Hyaluronidazy jsou velmi aktivni enzymy bézn¢ se vyskytujici v télech Zivych organismu, kde maji za
ukol zpracovani hyaluronanového substratu. Zpusoby, jak detekovat miru jejich aktivity, 1ze rozd¢lit
hned do nékolika kategorii. Metod pro stanoveni hyaluronidazové aktivity je velmi mnoho, proto bych

nasledné uvedla pouze vybrané priklady.

2.7.1 Chemické metody

Kolorimetrické stanoveni redukujiciho N-acetyl-glukosaminu Morgan-Elsonovou reakci je vhodnym
postupem pro detekci terminalniho N-acetyl-hexosaminu Tyto produkty jsou vysledek aktivity hydrolaz

ve vzorku s cervenym p-dimethylbenzaminoaldehydem [50].

Dal§i moznosti je pouziti ELISA testu, kde je pfitomen hyaluronanovy substrat s volnymi
karboxylovymi skupinami. Ty jsou biotinizovany pomoci biotin hydrazinu. Vyhodou této metody je
preciznost a presnost a relativni rychlost analyzy. Ve vysledku se aktivita projevi jako snizeni

absorbance oproti kontrole [51].

2.7.2 Fyzikilné chemické metody

Viskozitné redukéni metoda vychazi ze zmén molekulové hmotnosti. Pisobenim enzymu se molekulova
hmotnost hyaluronanu snizuje a stim klesa i viskozita matrice. Pro stanoveni je mozno pouZzit
viskozimetr. Dal$i moznosti je méfeni molekulové hmotnosti v Case, protoze je po prolozeni mozno

sledovat kinetiku degradace [52].

Turbidimetrick¢ metody se také zaméfuji na zménu viskozity roztoku. Zeslabeni intenzity paprsku
prochazejiciho vzorek signalizuje nizsi viskozitu, tedy aktivitu hyaluronidaz [53].

2.8 Biologické ucinky hyaluronanu
Hyaluronan se vyskytuje hojn¢ v télech organismi a je zapojen do mnoha pochodu. Tim ovliviiuje
organismus vizualné, metabolicky, zapojuje se do imunitni odpovedi nebo se stava nezbytnou soucasti

chemickych pochodi v organismu.

KiiZe (starnuti, hojeni ran)

Hyaluronan je zakladni a nepostradatelnou slozkou extracelularni matrix. Spolu s kolagenem
zodpoveédnym za pevnost a elastinem zajist'ujicim pruznost, predstavuje hyaluronan hlavni hybnou silu
v kosmetickém boji proti znamkam starnuti kuze. Diky svym hygroskopickym vlastnostem je schopen

dobfe vazat vodu, a tudiz plet’ pusobi svézi a mladistva [54], [55].

Syntézou inhibitora tkanovych metalloproteinti hyaluronan pfispiva ke snizeni degradace kolagenu, tedy
snizeni projevu starnuti kuze, to vSak muze mit i negativni dopad. Pokud neni syntéza kolagenu
pfimétené korigovana, pak dochazi k jeho hromadéni v rané a vznikaji nevzhledné keloidni jizvy.
V misté vzniku keloidni jizvy klzZe ztraci pruznost, coz je komplikaci napiiklad pfi rozsahlejSich
popaleninach [56], [57].

16



Imunitni ukazatel

Je vSeobecné znamo, ze organismus je velmi citlivy na délku hyaluronanovych fetézcu. Pokud se
v urcitém mist¢ hromadi kratké hyaluronanové sekvence, spousti to okamzité imunitni odpovéd’
organismu. Nizkomolekularni hyaluronan signalizuje pfitomnost zanétu a ten je potfeba eliminovat.
Proto jsou do oblasti vyskytu nizkomolekularniho hyaluronanu vyslany buiiky imunitniho systému pro
eliminaci nezadoucich vlivu. To Ize pouzit v 1é€ebném procesu u diabetiku. Vlivem nizkého prokrveni
periferii u nich vznika fenomén obecné znamy jako ,.diabeticka noha®. Dochazi k odumirani nervového
systtmu a cévniho zasobeni na periferii zptisobeného nadmémou koncentraci glukdzy v krvi. To
zpusobuje infekei. Nedostatecné véasné podchyceni zacatku onemocnéni ve vétSing pripadi konci
amputaci koncetiny, aby bylo zabranéno celkové systémovou zanétlivé reakci organismu neboli sepsi.
Pokud je takovému pacientovi do postizené periferie vpichnuta injekce nizkomolekularniho
hyaluronanu, pak dojde k zvyseni prokrven¢ této oblasti, s vy$Sim prutokem krve jsou transportovany
imunitni latky a ty zahajuji samo hojici proces organismu. Timto zplisobem je mozno predchazet

amputacim a s nimi spojenou snizenou kvalitou Zivota pacientu [58], [59].

Konjugadty hyaluronanu a léciv

Hyaluronan je vybornym nastrojem v boji proti nadorovém bujeni. Je ho mozno spojit s 1¢¢ivem a cilen¢
ho dopravit do mista nadoru. Rakovinné buriky maji vlastnost nadmiru zpracovavat extracelularni
hyaluronan. VyuzZitim této znalosti je mozno dopravit 1é¢ivo navazané na hyaluronan az do nadorové
bunky, jejiz intracelularni aparat nastipe hyaluronanové fetézce, ale zaroven se do buriky dostane
i lécivo, a tim ji deaktivuje. Takto je mozno zefektivnit 1éCbu onemocnéni a eliminovat plosné skody,

které by vznikly napfiklad pii celkovém ozafovani [60], [61].

Chondroprotektiva

Buriky chrupavcité tkané (chondrocyty) kultivované v pfitomnosti hyaluronanu jsou schopny vyssi
produkce extracelulami hmoty a vykazuji vyssi proliferaci DNA. Hyaluronan je schopen regulovat
nervovy vjem a tim snizovat intenzitu bolesti [62], [63].

2.9 Viskosuplementy dostupné na trhu

Na trhu existuje Siroka skala pripravku (nékterych i voln€ dostupnych bez Iékarského predpisu), které
obsahuji hyaluronan a maji mit pozitivni i¢inek na regeneraci kloubti nebo zamezovat bolestivému stavu
spojenému s kloubnimi onemocnénimi. V ¢lanku [64] jich je hned n¢kolik uvedenych, hlavnim rozdilem
je molekulova hmotnost hyaluronanu, zptisob a Cetnost aplikace pfipravku. Napfiklad pripravek
Hyalgan® obsahuje hyaluronan o molekulové hmotnosti 500 az 730 kDa a aplikuje se 1x tydné po dobu
5 tydnu. Oproti tomu pripravek Euflexxa® obsahuje hyaluronan o molekulové hmotnosti 2400 az
3600 kDa aaplikace je vyzadovana 1x tydn¢, 3 tydny celkem v ramci jedné kury. Orthovisc®
o molekulové hmotnosti 1000 az 3000 kDa odpovida molekulové hmotnosti hyaluronanu pouzivan¢ho
v ramci moji BP, na kterou touto praci navazuji. Vyhodou toho pfipravku je, ze je registrovan jako
doplngk stravy, tudiz je voln¢ prodejny a nebude komplikované ho poftidit jako srovnavaci material pro
artificialni vzorky. Tento pfipravek dle vyrobce obsahuje 15 mg/ml hyaluronanu sodného a mél by se

aplikovat 1x tydné po dobu maximalné 4 tydnu, po pul roce je tieba 1é¢bu zopakovat [27].
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3 STAV SOUCASNE RESENE PROBLEMATIKY

Hyaluronan ma v téle Sirokou skalu funkci a je také aktualnim predmeétem zajmu pro tkanove inzenyrstvi
stejn¢ tak pro systémy na cilenou distribuci 1é¢iva. Hyaluronan je organismy rychle odbouravan, a to je
v piipad¢ medicinskych aplikaci pfevazné nezadouci, proto je vhodné ho modifikovat. Dostupna

literatura predklada hned nékolik moznosti modifikaci.

Jednou z variant pouzitelnych pro medicinské aplikace je sitovani hyaluronanu s polyethylen glykolem
(PEG). Tato polymerni sit” dokaze tvorit 3D struktury, a proto nachazi uplatnéni jako vhodny material
pro razné nahrady tkani. V tomto ¢lanku [65] dokazali, Ze specificky postup pripravy scaffoldu

poskytuje vhodné prostiedi pro osidleni burikami, a proto ma potencial v tkanovém inzenyrstvi.

Pro aplikaci do kloubi, jako nahrada synovialni kapaliny, vice vyhovuje modifikace pomoci
aminokyselin. Vyhodnost této strategie spociva zejména v tom, Ze se aminokyseliny pfirozené vyskytuji
v téle, tudiz po jejich aplikaci nepfedpokladame nezadouci imunitni reakce a po metabolickém
zpracovani mohou byt aminokyseliny organismem zcela vyuzity. V ¢lanku [66] byly hyaluronanu
modifikovany volné karboxylové skupiny navazanim aminoskupin, coz ve vysledku zvysSuje odolnost
modifikovaného hyaluronanu proti piisobeni hyaluronidaz. Piisobeni enzymu je hlavnim problémem pii
injekéni aplikaci hyaluronanu do t€la. Modifikovany hyaluronan byl srovnavan s jeho nativnim
ekvivalentem. Hyaluronan byl izolovan po bakterialni fermentaci (Streptococcus equi). Sodna sul
hyaluronanu byla pro lepsi zpracovatelnost prevedena na tetrabutylamonium a nasledné¢ byla pod
argonem po dobu 6 hodin a ve vodni lazni pfipravena pro naslednou lyofilizaci a dal$i upravy. Systém
byl charakterizovan velikostné-vylucovaci chromatografii, spektrofotometricky, reologicky a pomoci
nuklearni magnetické rezonance (NMR). V zavéru bylo zjisténo, ze diky pritomnosti organického
rozpoustédla doslo k ¢etnému roubovani. Kombinace hyaluronanu s tyrozinem se z hlediska bobtnani
nejvice blizila nativnimu stavu. Vybornych vysledki z hlediska odolnosti vii¢i enzymatické degradaci
vykazoval hyaluronan v kombinaci s kyselinou asparagovou, valinem, fenylalaninem, threoninem

a serinem. Zajimavé je, ze viskozita finalni matrice nema vliv na enzymatickou degradaci.

Dalsi moznosti modifikace hyaluronanu je uprava fetézct pomoci alaninu [67]. V tomto ¢lanku byl
pouzit hyaluronan (ve form¢ sodné¢ soli) v kombinaci sl-alanin ethylesterem a N-
hydroxysukcinimidem (NHS) a 1-Ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karboimidem (EDC), b&hem
vyrobniho procesu je tieba neustale kontrolovat hodnotu pH (obecné muzeme fict, Ze je tieba pohybovat
okolo hodnoty 7.5). Pot¢ je smés tfeba purifikovat pomoci dialyzy, aby byly odstranény
nizkomolekularni slozky, které jsou v tomto pfipadé nezadouci. Prvné je tfeba dialyzovat 24 proti vode¢,
nasledné 2 hodiny proti 0,05M NaOH, pot¢ 40 hodin proti 0,1M NaCl. Nasleduje 72hodinova dialyza
proti vod¢ a finalni lyofilizace. Vytézek byl v ¢lanku urcen na 86 az 88 %.

Uspésnost modifikace hyaluronanu je tieba potvrdit jednak pomoci vhodnych instrumentalnich technik
a dale také prostiednictvim sledovani kinetiky degradace pomoci aplikace enzymu hyaluronidazy.
Pomoci UV-VIS je tieba sledovat kinetiku enzymatické reakce a srovnat, zaklad artificialni matrice bez

modifikace a modifikovanou synovii pomoci aminokyseliny.

Princip stanoveni aktivity hyaluronidaz pomoci UV-VIS je nasledujici. Barvivo oznacované Stains-all
reaguje s HA za vzniku komplexu. Samotné barvivo ma dv¢ absorpéni maxima v 532 a 571 nm.
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Pridavkem HA vznika novy pik v oblasti 650 nm. M¢éfeni sleduje pokles intenzity v oblasti 650 nm po
aplikaci enzymu [68].

Barvivo Stains-all je schopna zaznamenavat nejen degradaci hyaluronanu, ale i zmény na chondroitin
sulfatu, coz je substrat, ktery jsou hyaluronidazy taky schopné stépit. Konkrétné se jedna o savéi
hyaluronidazu HY AL 4, ktera je jedna z péti zakladnich hyaluronidaz savéiho typu [69].

Autori publikace [70] studovali hyaluronidazovou aktivitu pfi subkutanni aplikaci streptokoki u mysi.
V raznych fazich rustu byly odebirany vzorky, ty byly centrifugovany a promyty dvakrat deonizovanou
vodou. Pelety byly rozsuspendovana ve vod¢ s trichlormethanem a vortexovany po dobu 2 hodin. Pak
bylo pouzito 0,1 ml substratu s 0,7 ml barviva Stains-All. Absorbance byla staticky snimana pfi 640 nm.

Po zdarilé modifikaci HA je Zadouci do smési pridat CS. Ten ma schopnost zabudovavat se pfimo
v misté aplikace (oproti HA), tudiz by v kloubu mohl ihned nastartovat proces hojeni a vyzivy
poskozené chrupavky [70]. Pokud je, dle literatury, do matrice pfidan chondroitin soucasné
s hyaluronanem v jednom kroku, pak dochazi ke zvyseni tvorby vodikovych mustki, coz vede ke
zlepseni pevnosti celé matrice oproti situaci, kdy by byl pfidan hyaluronan a chondroitin postupné [71].
Dle ¢lanku [72] je CS schopen stimulovat synoviocyty pro tvorbu hyaluronanu. Principem je stimulace
hyaluronansyntaz. Synoviocyty lze rozd¢€lit na dvé skupiny. Typ A ma fagocytujici funkci, coZ znamena,
ze slouzi k likvidaci nezadoucich latek v kloubu. Typ B predstavuje specializované mezenchymalni
buriky produkujici proteoglykany nebo imunitné vyznamné cytokiny [73]. CS je kli¢ovy pro 1éc¢bu
osteoartritidy. V primyslovém méfitku je CS ziskavan z hovézich, kurecich nebo rybich chrupavek.
Surovy CS ma velikost mezi 50 az 100 kDa. Po extrakénim primyslovém zpracovani dochazi ke snizeni
molekulové hmotnosti mezi hodnoty 10 a 40 kDa [74]. Literatura se velmi li§i v mnozstvi
intraartikulamé aplikovaného chondroitinu. Nékteré pripravky na trhu se snazi cilit na kvantitu, obsahuji
méné bohatou smés hyaluronanu a chondroitinu v mnozstvi desitek mg/ml [75]. Tato prace cili na
komplexni nahradu synovialni kapaliny s pozitivnim vlivem na kloubni ¢asti, proto je mnoZstvi
chondroitinu ve smési smérovano k hodnoté odpovidajici mnozstvi v realné synovii. Zde chondroitin
tvofi jen velmi malou ¢ast smési (20 ug/ml) [76], [77]. CS je mozno ziskat z n¢kolika ruznych zdroju
jako jsou zralo¢i a hovézi chrupavka nebo hovézi prudusnice. Z dostupnych zdroju se jako nejvhodnéjsi
jevi CS z hovézi trachey, nebot’ se prave tento pouziva i v klinickych studiich, a tudiz nejlépe odpovida
realu [76].

I kdyz je nazyvan sulfatem, molekula strukturné odpovida sodné soli chondroitinu, sulfat je zde
kovalentné navazan na molekulu, a to iontovou vazbou mezi sulfatem a sodnymi ionty [78].V ¢lanku
[79] se zminuji o podani warfarinu spolu s CS intraven6zn¢. To ma za nasledek navysSeni antikoagulacni
ucinku warfarinu. To ov§em nebylo mozno dokazat pfi oralnim podani CS.
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4 CILE PRACE

e Zamgéiit se na reSerSi metod vyuzitelnych pro cilenou modifikaci hyaluronanu sodného pro ucely

zvySeni jeho stability vii¢i enzymatické degradaci.

e Na ziklad¢ literarni reSerSe zvolit optimalni metodiku cilené modifikace struktury hyaluronanu

sodného.

e Optimalizovat pripravu artificialni synovialni kapaliny se zvySenou stabilitou vuc¢i enzymaticke
degradaci pfi soucasném zachovani mechanickych vlastnosti a stability pfipraven¢ho vzorku

v porovnani se synovialni kapalinou pfipravenou z nemodifikované¢ho hyaluronanu.

e Prostudovat stabilitu pfipravenych synovialnich kapalin a porovnat jejich charakteristiky

s realnou synovialni kapalinou.

e Zhodnotit ziskana experimentalni data a formulovat zavéry s ohledem na mozné praktické

VyuZziti.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie a pFistroje

5.1.1 Pouzité chemikalie

e vy-globulin (Sigma Aldrich, 97 %, CAS: 900-83-4)

e albumin (Sigma Aldrich, >96 %, CAS: 9048-46-8)

e dipalmitolyl fosfatidylcholin (Sigma Aldrich, > 99 %, CAS: 63-89-8)

e kyselina hyaluronova (1200 kDa, Contipro a.s., CAS: 9067-32-7)

e chlorid sodny (Lach Ner, 99,5 %, CAS:7647-14-5)

e chlorid draselny (Lach Ner, 99,5 %, CAS: 231-211-8)

e hydrogenfosforecnan sodny dihydrat (Penta Chrudim, 99 %, CAS: 10028-24-7)
e dihydrogenfosforecnan draselny (Penta Chrudim, 99 %, CAS: 7778-77-0)

e ultra Cista voda (Elga)

e azid sodny (Sigma Aldrich, >99,5 % , CAS: 26628-22-8)

e l-alanin ethyl ester (Sigma Aldrich, 99 %, CAS: 1115-59-5)

e N-hydroxysukcinimid (Sigma Aldrich, 98 %, CAS: 6066-82-6)

e I-ethyl-3,3 dimethylaminopropyl-karboimid (Sigma Aldrich, 98 %, CAS: 25952-53-8)
e barvivo Stains-all (Sigma Aldrich, 95 %, CAS: 7423-31-6)

e hyaluronidaza (Sigma Aldrich, 400-1000 U/mg, CAS: 37326-33-3)

e chondroitin sulfid (Sigma Aldrich, CAS: 9082-07-9)

e polystyrenové nanocastice PS 100nm (Sigma Aldrich, CAS: 9003-53-6)

5.1.2 Pouzité pristroje

e ultrazvukova Cisticka (Bandelin)

e pH metr (Greisinger)

e  vyrobnik na ultradistou deionizovanou vodu (Elga)

e Zetasizer Nano ZS (Malvern Pananalytical)

e magneticka michacka (Thermo Scientific)

e termogravimetricky analyzator-TGA Q5000 (TA Instruments)

e FTIR spektrometr-Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific)

e lyofilizator VirTis — BenchTop™ “K” Series

e konduktometr (Mettler Toledo Seven Easy)

e rotacni odparka (Laborota 4000) Heidolph

e chladici t¢leso Huber TC40E

e UV-VIS spektrofotometr U-3900/3900H Hitachi High-Technologies Global

o Asymetricka frakcionace tokem pole (AF4) s viceuhlovym rozptylem svétla (MALS)
a diferencnim refraktometrem (dRI) (sestava v kombinaci od Agilent Technologies a Wyatt
Technology)

5.2 Priprava modifikované synovialni kapaliny

Zakladni pfiprava artificialni synovialni kapaliny bez modifikace a pfidavku chondroitin sulfatu je
popsana v patentu US 8716204. Vramci této prace byl hyaluronan pfed pouzitim v synovii

modifikovan. Modifikace spociva v Gpravé fetézcu HA tvoriciho strukturni zaklad synovie. HA byl
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upravovan pomoci aminokyseliny alaninu. Pro srovnani byl pfipraven i vzorek obohaceny o chondroitin

sulfat dilezity pro regeneraci poskozenych kloubii.

Tabulka 1: Prehled vzorkii synovii dle jejich upravy/obohaceni

vzorek derivatizace hyaluronanu pridavek chondroitin sulfatu
synovie A Ne Ne
synovie B Ano Ne
synovie C Ano Ano
Orthovisc® Ne Ne
Reilna koriska synovie Ne Ne

5.2.1 Vzorek realné konské synovie

V ramci predeslé bakalarské prace (na kterou tato diplomova prace navazuje) byl ziskan vzorek realné
koniské synovie diky Veterinarni a farmaceutické univerzit¢ Bmo (VFU). Klinika chorob koni odebrala
vzorek synovie z hlezna do sterilni injek¢ni stiikacky a tato synovie byla do nékolika hodin po odbéru
proméiena, aby bylo zabranéno neobjektivnimu zkresleni vysledku vlivem vlastni degradace realné
matrice. Vystup tohoto méfeni byl pouzit 1 v ramci diplomové prace, ato pro porovnani uspésnosti

modifikace hyaluronanu v artificialni synovialni kapalin¢.

5.2.2 Priprava modifikovaného hyaluronanu sodného (pro vzorek synovie B a C)

Modifikace neboli uprava hyaluronanovych retézci cili na zlepSeni vlastnosti polysacharidu ve vztahu
k viskoelastickym parametruim kompletni synovie, kde je hlavnim kritériem hodnoceni mimo jiné
i stabilita v ¢ase. Tento variabilni proces, kde je mozno vybirat z velké skaly funkénich reakénich

komponent, se zam¢fil na modifikaci hyaluronanu pomoci aminokyseliny alaninu.

Pred dialyzacni upravy
Sodna sul hyaluronanu o hmotnosti 2344 mg byla rozpusténa v 773 ml deionizované ultracisté vody. Po
hodinovém michani na magnetické michacce bylo pridano 4150 mg I-alanin ethyl esteru (AlaOEt-HCI).

Nasledovala pH kontrola a pomoci 0,1 M NaOH byla hodnota pH upravena na 7,5.

Pot¢ byl pripraven Cerstvy roztok tvoreny 2699,95 mg N-hydroxysukcinimidu (NHS) s 4494 mg 1-
ethyl-3,3 dimethylaminopropyl-karboimidem (EDC) a to celé bylo rozpusténo v 10 ml deionizované
ultracisté vody. Opét probéhla kontrola pH, kdy bylo tfeba upravit hodnotu pomoci 0,1 M NaOH na 7.5.
Cela sm¢s byla nasledn¢€ ponechana pres noc na magnetické michacee (300 rpm).

Dialyza

Smés byla kvantitativné pfevedena do dialyzacéni celul6zové membrany (prumér 22 mm). V prvni fazi
byla smés dialyzovana 24 hodin proti destilované vodé. Nasledovala dialyza proti 0,05 M NaOH po
dobu 2 hodin. Pak byl roztok vyménén za 0,1 M NaCl a ponechan dialyzovat 40 hodin. Poslednim
krokem byla dialyza proti vodé po dobu 72 hodin.
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Priprava pro lyofilizaci

Sm¢s byla kvantitativné prevedena z dialyza¢ni membrany do lyofiliza¢ni nadobky, ktera byla upevnéna
na rotacni odparku. Ta slouzila pouze pro upevnéni vzorku a jeho soustavné otaceni v ethanolové lazni
za pritomnosti chladiciho télesa. Doslo ke zmrazeni vzorku do tenké vrstvy po obvodu nadobky, takto
pfipraveny vzorek byl uloZzen do mrazaku a nasledné lyofilizovan. Po lyofilizaci bylo ziskano 2,1452 g,
vytézek odpovidal 92 hm. %.

5.2.3 Priprava artificialni kapaliny inspirovana patentem US 8716204 (pro vzorek A)

Prvnim krokem je priprava fosfatového pufru. Na 50 ml roztoku byly pouzity nasledujici chemikalie
KH,PO, (2 mM), Na,HPO4 2H,O (10 mM), NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM). VSe bylo smichano
s ultradistou deionizovanou vodou a promichano na magnetické michacce. Dale byly pridany fosfolipidy
(dipalmytoil fosfatidylcholin) o koncentraci 0,1 mg/ml. Vzorek musi byt pro dalsi kroky bez zakalu
a drobnych castic. Toho jo mozno docilit umisténim vzorku do temperovatelné ultrazvukové lazné
s nastavenim teploty na 50 °C po dobu aspon 30 minut. Nasledn¢ je tfeba zkontrolovat pH a pfipadné
ho upravit 0,1 M NaOH na hodnotu 7 4.

Takto pfipraveny zaklad synovie byl doplnén 2 mg/ml kyselinou hyaluronovou o pruimémé molekulové
hmotnosti 1200 kDa 12 mg/ml albuminem a 7 mg/ml y-globulinem. Mezi jednotlivymi pridavky je tfeba
smés precizné promichat do uplného propojeni jednotlivych slozek (vizualni kontrola). Finalné¢ je tieba

upravit pH stejnym zpusobem, jak bylo vyse zminéno, tentokrat na hodnotu 7,1.

Identicky postup byl pouZit pro pfipravu vzorku B jen s rozdilnym pouzitim hyaluronanu. Pro vzorek
B byl ¢isty hyaluronan nahrazen modifikovanym hyaluronanem pfipravovanym v predeslych kapitolach

v navazce odpovidajici nemodifikovanému hyaluronanu.

5.2.4 Priprava synovialni kapaliny s pridavkem chondroitin sulfatu

Artificialni synovialni kapalina pfipravena v pfedchozim bodu byla ve fazi pfidavku modifikované

kyseliny hyaluronové obohacena 20 ug/ml chondroitin sulfatem. Tak byl vytvoren vzorek C.

5.3 Podminky méreni v ramci pouzitych metod

Pro urceni efektivity modifikace hyaluronanu a pfidavku chondroitin sulfatu byly pouzity metody
termogravimetrické analyzy (TGA), viceuhlového rozptylu svétla spojen¢ho s asymetrickou frakcionaci
tokem pole (AF4-MALS) pro uréeni molekulové hmotnosti, reologie, dynamického rozptylu svétla
(DLS mikroreologie), infraervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR), UV-VIS

spektrometrie.

531 TGA

Metoda termogravimetrie byla v ramci diplomové prace vyuzita ve dvou rozdilnych nastavenich.
V prvnim pfipad¢ byly ziskany klasické termogravimetrické zaznamy, které slouzily pro urceni vlhkosti
analyzovanych vzorki hyaluronanu (modifikovany i nemodifikovany), obsahu organické hmoty a tzv.
popela (nespalitelny anorganicky podil). Pri stoupajici teploté byl sledovan hmotnostni ibytek vzorku.
Derivace této funkce pak ukazuje stav, kdy se vypafila nevazana voda vzorku (vlhkost) a zacalo
dochazet ke spalovani organickych slozek. Konkrétni teplotni rozmezi bylo 20 az 200 °C, navazka byla
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pfiblizné¢ 1 mg vzorku. Méfeni probihalo v pfipadé urcovani vlhkosti vzorki v dusikové inertni
atmosféfe za pouziti teplotni rampy 5 °C za minutu, v pfipad¢ urCovani obsahu organické hmoty
a popela v atmosfére tvorené atmosférickym vzduchem za pouziti teplotni rampy 10 °C za minutu.

V druhém tzv. izotermickém usporadani experimentu bylo priblizné 50 mg vzorku skokové ohrato na
70 °C. Tato teplota byla 30 minut konstantni, poté doslo k navyseni teploty na 200 °C. Ubytek hmotnosti
vzorku byl zaznamenavan v zavislosti na ase. Zvyseni na 200 °C bylo nezbytné pro stanoveni mnozstvi

popela.

5.3.2 FTIR

Principem této metody je sledovani zmén vibracné rotacnich stavii molekul indukovanych aplikaci
infraerveného zafeni na vzorek. Tato nedestruktivni metoda definuje zavislost absorbance nebo
transmitance na pfevracené hodnoté vinové délky (vinoc¢tu). Vyhodou této metody je detailni vystup dat
obsahujici podrobn¢ informace o slozeni vzorku a moznost porovnani modifikovaného

a nemodifikovaného hyaluronanu

Vzorky hyaluronanu a modifikované¢ho hyaluronanu byly charakterizovany na FTIR spektrometru
Nicolet iS50 pomoci jednoodrazového ATR krystalu (diamant). Rozetfené vzorky byly naneseny piimo
na ATR krystal a pfichyceny drzakem. Spektra byla zaznamenana v rozsahu vlnoéta 4000-500 cm™

pomoci softwaru Omnic (1 méfeni pfedstavovalo primér z 64 skent pfi rozliseni 4 cm™).

Analyza synovialnich kapalin byla provedena na jednoodrazovém ATR krystalu (diamant). Kapka (5 pl)
vzorku byla pouzita pro ¢asové rozliSené méreni. Toto nepatrné mnozstvi staci pro zaznamenani spekter
v softwaru Omnic Series (1x za 10 sekund méfeni spektra, tvorba priméru z 8 dil¢ich méreni
s rozliSenim 1 cm™'). Méfeni probihalo po dobu 1 hodiny. Hodnoty se pohybovaly v rozpéti nejéastéji
pouzivané stiedni infracervené oblasti (4000 az 500 cm™). Oblast od 4000 cm™ do pfiblizng 1500 cm™
je vhodna pro popis funkénich skupin vzorku. Hodnoty odpovidajici rozpéti 1500 cm™ az 500 cm™ se
nazyvaji oblast otisku prstu aje zde mozno nalézt charakteristické pasy identifikujici specifické

molekuly typické pro jednotlivé vzorky.

5.3.3 MALS

Tato metoda detekuje molekulovou hmotnost pomoci vicetthlového rozptylu svétla. Jedna se o absolutni
metodu uréeni molekulové hmotnosti bez nutnosti pouziti standarda. Castice vzorku jsou snimany
z raznych Ghli. Méfeni je nasledné extrapolovano na nulovy thel a pomoci prepoétu je mozno ziskat
gyraéni polomér (druhd odmocnina hmotnostniho priméru). Detekce MALS se casto propojuje
s metodami umoziujicimi pfedseparaci vzorku dle velikosti ¢astic. Vyuziva se nejcastéji metod
vyluCovani chromatografie (SEC) nebo frakcionace tokem v poli (AF4). Po hodinovém rozmichani
hyaluronanovych vzorkii o koncentraci 1g/l byl pouzit stiikackovy filtr (velikost poéra byla
0,45 pum) [80], [81].

AF4-MALS

Asymetric flow field flow fractionation pracuje na principu frakcionace vzorku unasen¢ho proudem
kapaliny aplikaci vnéjsiho silového pole kolmo na protékajici kapalinu se vzorkem. Nejprve jsou
eluovany nejmensi castice. Vyhodou této metody je Siroky rozptyl detekovatelnych velikosti (od
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nanometru po mikrometry), vhodné pro komplexni vzorky (matrice), vysoké rozliSeni. Asymetricka
field flow fractionation se od klasické field flow fractionation 1i$i nahrazenim spodni ¢asti analyzatoru,
kterou netvori kompaktni sténa, ale semipermeabilni membrana, ktera se specifickou cut off hodnotou

propusti mensi ¢astice pry¢, a naopak zadrzi ¢astice vEtsi, nez je velikost pora [82].

Metoda AF4-MALS byla vramci diplomové prace vyuzita pro ovéfeni molekulové hmotnosti
hyaluronanu (modifikované¢ho i nemodifikovaného) a pro sledovani zmén v agregaci a distribuci hmoty
ve vzorcich synovialnich kapalin. Analyza probihala na systému kombinujici AF4 frakcionaci tokem
pole s viceuhlovym rozptylem svétla a diferencnim refraktometrem. Objem nastiiku vzorku do systému
byl 100 pl, rychlost prittoku mobilni faze byla 4 ml/min (1 ml/min prutok do detektorii, 3 ml/min pouzito

jako tangencialni tok mobilni faze na separacnim kanalu).

5.3.4 Makroreologie

Klasicka reologie na pfistroji Anton Paar byla pouzita k charakterizaci vzorku z makroskopického
m¢éfitka. Bylo sledovano chovani jednotlivych vzorku A, B, C pfi namahani. Reologické méfeni lze
vyhodnocovat dvéma zpusoby. Prvni moznosti jsou tokove testy popisujici zavislost smykového napéti
a smykové rychlosti. Dal§im moznym vystupem tokovych testu jsou viskozitni kiivky znazorujici
zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti [83], [84]. Druhou mozZnost nastaveni méfeni
predstavuji oscilacni testy, které 1ze rozd¢lit na frekvenéni a amplitudové. V ramci frekvencnich testi
dochazi k zaznamenavani viskoelastickych modulii na zakladé rostouci frekvence oscilace senzoru.
V amplitudovych testech je naopak frekvence oscilaci konstantni a nartista amplituda deformace vzorku.
Nastaveni jednotlivych testi je pfesné popsano v Tabulka 2: Parametry nastaveni méfeni reologie.

Tabulka 2: Parametry nastaveni méveni reologie

Test amplitudovy frekvencni tokové
Teplota 25 °C,37°C 25°C, 37°C 37°C
double wall concentric
Senzor 8 mm flate plate 8 mm flate plate .
cylinders
Usporadani deska—deska deska—deska valec—valec
méfici $térbina 500 um 500 pm 2000 pm
2 minuty na teplotu 2 minuty na teplotu 2 minuty na teplotu
Temperace . — e
m¢éieni m¢éfeni m¢éieni
frekvence oscilaci 1 Hz 0,1-100 Hz
smykova 1100 s
rozsah amplitud —1WUs
P 0,01-10 % 0.50 % rychlost
deformace
pocet bodu na dekadu 6 6 17
pocet opakovani 3 3 2
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Synovialni kapaliny spadaji do kategorie Nenewtonovskych pseudoplastickych kapalin. Prvni pfivlastek
ziskaly diky nelinearni odezvé pri silovém pusobeni, druhy pfivlastek popisuje snizovani viskozity
s rostouci silou. Obecné Ize u téchto materialli pfedpokladat, Ze s nartistajici pusobici silou dochazi ke
snizovani viskozity materialu. Pokud by tato odezva byla lineami, pak latka spada do kategorie
Newtonovskych kapalinach. Komplexni modul popisuje celkovou odolnost materialu vi¢i namahani
a je dan oscilacni funkci. Ta zahrnuje realnou ¢ast (dynamicka viskozita) a imaginarni ¢ast (ztratovy

modul). Ztratovy modul je popsan Youngovym elastickym modulem a thlovou rychlosti [85].

Makroreologicka méteni byla provedena pro hodnoty do 100 Hz u frekvencnich testi, amplitudové testy
m¢ly maximalni amplitudu deformace v 10 % . Amplituda deformace popisuje procentualni zménu
vychylky ku pivodni vysce vzorku. Je nutné nadefinovat rozmezi silového pusobeni na vzorky, aby

laboratomi méfeni mohla byt srovnatelna s realnym namahanim vzorka v kloubech.

Mechan a kolektiv ve ¢lanku [86] popisuje zmény synovialni kapaliny po aplikaci vnéjSiho tlaku na
kolenni kloub. Méfeni probihalo pomoci pfistroje pfipominajiciho manzetu na méfeni krevniho tlaku,
ktera se umistila na mirmé pokréené koleno. Postupné dochazelo ke kompresy a dekompresi kloubu
pomoci manzetového vaku a pomoci ultrazvuku byl skenovan stav synovialni kapaliny uvnitf kloubu.
Namérené hodnoty byly zpracovany pomoci programu MatLab. Toto méfeni ukazovalo zmény ,,vysky

sloupce synovie v kloubu* maximalné do 50 %, coz odpovida amplitud¢ deformace.

Pfi odbéru realnych vzorkd neni mozno ziskat objem vétsinez 10 ml. Ten je tfeba rozdélit mezi vSechny
zarfizeni pro stanoveni pozadované charakteristiky matrice, proto byla pro méfeni pouZita geometrie
vhodnéjsi pro tuzsi vzorky. Zde se naroky na spotfebu vzorku pohybuji do 1 ml. To ov§em limitovalo
meéfeni jako takové, dochazelo k zanaseni chyby pifi méfeni elastického modulu, a proto bylo nutno
snizit pouzitelny rozsah amplitudy deformace do 10 %, coz stale odpovida realnym zménam v kloubu.

Frekvencni testy byly naméfeny pro frekvence do 100 Hz. Frekvence pohybu kolene si 1ze predstavit
jako mnozstvi ohnuti za jednotku Casu. Proto je pochopitelné, ze vysSich frekvenci neni v realném
systému mozno dosahnout. Stejné frekvenéni rozmezi uvadi i prace Thurston, G. B., & Greiling, H. [87]
nebo prace Wang Junbo a kolektiv [88].

5.3.5 DLS Mikroreologie

Dynamicky rozptyl svétla vyuziva detekci Brownova pohybu molekul v analyzovaném vzorku. V ramci
mikroreologického méficiho modulu jsou do vzorku umisttny pfedem definované castice
(polystyrenové ¢astice o nominalni velikosti 100 nm). Do kyvety s pfiblizné 1 ml vzorku synovialni
kapaliny bylo nadavkovano 5 ul polystyrenovych nanocastic. Pomoci laserového paprsku
prochazejiciho prisvitnym vzorkem je zaznamenavana zmeéna intenzity zafeni na detektoru. Tato data

jsou pomoci piepoctu prevedena na viskoelastickou charakteristiku prostiedi obklopujiciho definované
polystyrenové astice. Na pfistroji Zetasizer Nano ZS byly stanoveny viskoelastické moduly (G ; G )
a komplexni viskozita (1) v zavislosti na frekvenci oscilace paprsku (&astic). Mé&feni byla opakovana
celkem 3x, celkem 15 méfenych hodnot po 10 sekundach. Pro pfiblizeni se fyziologické teploty bylo

meéfeni krom laboratorni teploty (25 °C) provadéno i pii 37 °C. Stejné tak jako v makroreologickém

meéfeni byla v mikroreologickém vyhodnoceni stanovena hodnota 100 Hz jako maximalni [89].
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5.3.6 UV-VIS spektrometrie

Tato metoda byla pouzita pro urceni hyaluronidazové aktivity a jejiho vlivu na komplexni matrice
vzorkli A,B a C. Tato analytickd metoda vyuziva Lamber-Beerova zakona a za pomoci zmén intenzity
laserového paprsku prochazejiciho vzorek je schopna vypocitat koncentraci sledované latky (za
predpokladu pfitomnosti standardu pro urceni absolutniho mnozstvi).

Pro méfeni byly do meéfici kyvety nadavkovany 2 ml fosfatového pufru, 1 ml vzorku synovie
(A, B, ©), 25 ul roztoku hyaluronidazy a 20 ul barviva Stain-all. Roztok hyaluronidazy byl pfipraven
smichanim 2 ml fosfatového pufru s 200 mg lyofilizovaného enzymu. Méfeni probihalo 150 minut
s krokem 15 minut, snimano bylo celé spektrum [90], [91].

Enzymy degradujici synovialni kapaliny primamné cili na zakladni strukturu matrice, kterou v tomto
pripad¢ predstavuje jiz zminény hyaluronan. Ten je degradovan pomoci enzymu hyaluronidazy. Byt byl
Cisty roztok hyaluronanu s vodou pouzit jako model pro nastaveni vhodného ¢asového prubéhu méfent,
tak zde neni uveden, protoZe pro tuto praci samostatné bez dalSich slozek synovie nema vypovidaci
hodnotu. Enzym je schopen cilit krom hyaluronanu i na chondroitin sulfat a dalsi slozky synovie, jejichz
kombinaci vznika stabiln¢jsi matrice, nez kdyby reagovaly samostatn¢. Roztok hyaluronanu byl pouzit
pro urCeni hlavniho sledovan¢ho piku a ovéfeni informaci z literatury, ze pik 650 nm odpovida
hyaluronanu [68].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace cili na zlepSeni vlastnosti artificialni synovialni kapaliny, jejiz pfiprava byla
inspirovana patentem US 8716204. Hlavni strukturni jednotku synovialni kapaliny tvofi sodna sul
kyseliny hyaluronové, ktera byla v této praci modifikovana a byly sledovany strukturné funkéni zmény
chovani matrice primarn¢ z reologického pohledu. Vsechny dfive popsané vzorky (nemodifikovana
synovie, synovie s modifikovanym hyaluronanem a pfidavkem chondroitin sulfatu) byly opakované
proméfovany v Sirokém casovém intervalu (5 mésicu), aby mohly byt podrobné pozorovany zmény

viskoelastickych vlastnosti matrice.

6.1 Zakladni materialova charakterizace

V uvodni ¢asti prace bylo nutné ovéfit experimentaln€, ze provedena modifikace hyaluronanu sodného
byla uspésna. Pro tyto ucely byly vyuzity metody infraervené spektrometrie, termogravimetrie a AF4-
MALS. Na zaklad¢ téchto metod byly sledovany u pouzitého vzorku hyaluronanu a jeho pfipravené¢ho
modifikovaného ekvivalentu pomoci infraéervené spektrometrie zakladni strukturni prvky obou vzorki,
pomoci termogravimetrie zmény v termické stabilité obou vzorki a nasledné bylo rovnéz ovéfeno
pomoci AF4-MALS, Ze modifikaci nedoslo k zasadnim poklesu molekulové hmotnosti modifikovaného
hyaluronanu, co by mohlo naznacovat jeho destrukci (hydrolyzu) béhem provedené modifikace jeho
struktury. Definice vychoziho stavu byla nezbytna pro porovnani s dal§imi tipravami jednotlivych latek.

6.1.1 Charakterizace hyaluronanu pomoci AF4-MALS

Jak jiz bylo zminéno vyse, metoda AF4-MALS byla vyuZita sté¢Zejni metoda pro urceni molekulové
hmotnosti, polydisperzity a gyra¢niho poloméru hyaluronanu a jeho modifikovaného ekvivalentu. Oba
vzorky predstavovaly vstupni materialy pro vyrobu artificialnich synovii.

Tabulka 3: Vlastnosti hyaluronanu urcené pomoci AF4-MALS

typ hyaluronanu | molekulova hmotnost [kDa] PDI[-] rw [nm]
nemodifikovany (1193,0+£39,1) (1,284 +0,073) (142,2 £0,3)
modifikovany (1261,8 £34,9) (2,328+0,194) (86,7 £3,1)

Z Tabulka 3: Vlastnosti hyaluronanu vyplyva, ze se molekulova hmotnost hyaluronanu po modifikaci
prili§ nezménila. Derivatizaci hyaluronanu dochazi k zavedeni pomémé malé¢ molekuly alaninu do
vyrazné vétsi molekuly hyaluronanu, coz dle o¢ekavani zpusobilo pouze drobny narist molekulové
hmotnosti derivatizovaného hyaluronanu. Oproti tomu do§lo ke zméné polydisperzity (PDI) a gyracniho
poloméru (rw). Vysledky této analyzy potvrzuji, Ze nedoslo k vyrazn&jSimu rozsté€peni hyaluronanu
sodn¢ho, coz je pozitivni zprava, vzhledem k jeho vyuziti v nasledujicich ¢astech prace. Nameétené
zmény v polydisperzité a gyracnim poloméru naopak naznacuji jisté konformacni zmény. To by mohlo
zvysit stabilitu matrice, coz je pozitivni, vzhledem k dal§im experimentalnim ¢astem této diplomoveé

prace.

28



6.1.2 Ovéreni modifikace hyaluronanu pomoci FTIR
Druhou metodou vyuzitou v ramci diplomové prace pro ovéteni uspéSnosti modifikace hyaluronanu
byla FTIR spektrometrie.

—piivodni hyaluronan

——modifikovany hyaluronan

absorbance [-]

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
vinoéet [cm™]

Obrazek 3: Absorpcni FTIR spektrum modifikovaného a nemodifikovaného hyaluronanu

Zaznam na Obrazek 3 obsahuje n¢kolik charakteristickych piku vychazejicich ze struktury hyaluronanu.
Prvni pik oblasti 3280 cm™! charakterizuje pfitomnost hydroxylové skupiny, nasleduje vétsi pik oblasti
1630 cm™ pro hyaluronovy amid. Zaznam potvrdil, Ze modifikaci doslo ke zméné signalu, a tudiz
strukturni zméné. Mimé rozdily strmosti kiivek modifikované a nemodifikované formy odpovidaji
ocekavanim, protoze piidavek aminokyseliny alaninu zvySil mnozstvi hydroxyskupin i amidoskupin.
Krivky se zasadné¢ (prub&hem nelisi), protoze funkéni skupiny dodaného alaninu se vyskytujii v synovii
jako takové (amino, karboxyskupiny)

6.1.3 Ovéreni modifikace hyaluronanu pomoci TGA

Posledni metodou vyuzitou v ramci DP pro ovéfeni tspesnosti modifikace struktury hyaluronanu byla
TGA. Mg¢feni probihalo na pfistroji Instrument TGA Q5000 pfi teplotni rampé 10 °C za minutu do
600 °C. M¢feni probihalo v atmosféfe tvofené vzduchem (25 ml za minutu).

Z této analyzy byly ziskany pro vzorky hyaluronanu termogravimetrické ktivky popisujici ubytek hmoty
mezi jednotlivymi vzorky v zavislosti na teploté. Obrazek 4 zobrazuje krom ubytku relativni hmotnosti
jednotlivych vzorki i jejich derivace.
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Obrazek 4: Derivacni termogravimetricka analyza modifikovaného a nemodifikovaného hyaluronanu

Prvni zména hmotnosti do 100 °C je zptisobena vypafenim vody ze vzorku, jak volné, tak vazané pomoci
vodikovych mustki. Oblast okolo 200 az 300 °C nejpravdépodobnéji zobrazuje rozplétani fetézcu
hyaluronanové makromolekularni sité. Hodnoty kolem 400 °C zobrazuji rozpad zakladnich funkénich
jednotek a zde je mozno pozorovat zmény mezi jednotlivymi vzorky. Nemodifikovany hyaluronan
nevykazuje zasadni ubytek, tudiz je mozno fict, Ze jeho odolnost viici tepelnému pusobeni je nizsi nez
u modifikovaného hyaluronanu, ktery poskytuje vyrazn€j§i signal. Finalni oblast okolo
600 °C reprezentuje mnozstvi popela (anorganickych slozek). Hyaluronan ve vod¢ tvofi sodnou sul,
tudiz pfi takto vysoké teploté zistava pouze hlavné sodik. Tyto hodnoty jsou nejvyssi pro
nemodifikovany vzorek. U modifikovaného hyaluronanu bylo naméfeno mensi mnozstvi popela, coz je
zpusobeno modifikaci hyaluronanu. Na misto karboxylové skupiny glukuronatu v hyaluronanu, kam se
ve vodném roztoku vazou sodné ionty, byla v pripadé modifikace navazana aminokyselina alanin
(pomoci methylesteru). Tim se snizilo mnozstvi anorganického podilu u modifikovan¢ho hyauronanu,
a naopak vzrostlo mnozstvi organické hmoty. Pomoci termogravimetric byla stanovena vlhkost
hyaluronant (modifikovaného i nemodifikovaného), coz je zasadni pro vypocet presnych navazek. Dale
byl uréen obsah organick¢ hmoty a popela, konkrétni hodnoty znazorfiuje Tabulka 4: Hmotnostni

analyza vzorki.

Tabulka 4: Hmotnostni analyza vzorkii

vlhkost organicka hmota popel
vzorek
[hm. %] [hm. %] [hm. %]
Nemodifikovany hyaluronan 12,11 54,45 33,44
Modifikovany hyaluronan 8,33 79,65 12,02
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6.2 Charakterizace pripravenych vzorku synovialnich kapalin

Vsechny pfipravené¢ vzorky synovialnich kapalin byly charakterizovany vzhledem k jejich
potencialnimu vyuziti zejména z hlediska jejich viskoelastickych vlastnosti. a to jednak pomoci
reometru (makroreologie) a dale také dynamického rozptylu svétla (mikroreologie). Jednotliveé
synovialni kapaliny byly dale v diplomové praci charakterizovany rovnéz pomoci termogravimetrie
(TGA) a infracervené spektrometrie (FTIR). Charakterizace byla dulezitd pro stanoveni povahy
pripravenych matric pro jejich dalsi srovnani jak mezi sebou, tak jednotlivych z hlediska jejich stability

v case.

6.2.1 Mikroreologie

Mikroreologicky méfici modul pouziva pfedem definované ¢astice neboli tracer (konkrétné polystyren
o velikosti 100 nm). Paprsek prochazejici pfiblizn€ 1 ml vzorku s rozmichanym tracerem zaznamenava
oscilaéni pohyb castic. Principem meéfeni je dynamicky rozptyl svétla na cCasticich, ktery se lisi
v zavislosti na rychlosti jejich pohybu (velikosti Brownova pohybu). Pohyb ¢astic traceru je ve vzorku
omezovan pritomnosti strukturnich komponent synovialnich kapalin tvoficich 3D strukturu. Vysledky
z proveden¢ho mikroreologického méfeni se zaznamenavaji jako korelacni funkce, kde je definovana

mira viskdzniho a elastického chovani vzorku.

1.000

0.100

0.010

komplexni viskozita [Pa-s]

0.001 . . . .
1 10 100 1000 10000

frekvence [Hz]

Obrazek 5: Srovndni komplexni viskozity artificidlnich synovidlnich vzorkii A, B, C pro 25 °C

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 5.3.4, komplexni viskozita popisuje chovani materialu jako celku.
Zahmutim viskoznich i elastickych slozek byl urcen klesajici trend viskozitni funkce. Proto je mozno
Fict, ze se zvySujicim se namahanim dochazi k ztekuténi matrice. To ovSem plati pro mikroskopicky
pohled na jednotlivé sledované Castice traceru ve vzorku. Lepsi formulaci je to, ze se zvySujicim se
napétim po sob¢ ¢astice 1€pe klouzou, a tim minimalizuji nebezpeci poskozeni matrice jako celku.
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Obrazek 6: Srovndni elastickych modulii artificialnich synovidlnich vzorkii pro 25 °C
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Obrazek 7: Srovndni viskoznich modulil artificialnich synovidlnich vzorkii pro 25 °C

Obrazek 6: Srovnani elastickych modulu artificialnich synovialnich vzorka pro 25 °C aObrazek 7:
Srovnani viskdznich modul artificialnich synovialnich vzorku pro 25 °C dokazuji, Ze se vzorky mezi
sebou na pocatku nijak neodlisuji a poskytuji viskoelastické charakteristiky. Stejn¢ tomu bylo pfi teploté
meéteni 37 °C. Zvysujici se hodnota jednotlivych modult poukazuje na odpor materialu viici namahani.
To je zadouci, protoZe synovialni kapalina krom vyzivy kloubu plni funkci ochrannou. Jeji pfitomnost
je nezbytna pro absorpci pusobici sily (doskok, b&h) a sniZeni otfest pro ochranu kloubu pied

mechanickym poskozenim.
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6.2.2 Makroreologie

Makroreologie se zamétuje na reologickou charakteristiku vzorku z hlediska celé matrice, jak bylo blize
specifikovano v kapitole 5.3.4. Oproti mikroreologii, ktera popisuje vzorek dle chovani jednotlivych
Castic, makroreologie sleduje matrice komplexné jako provazanou sit’ funk¢nich komponent, které se
vzajemn¢ ovliviiuji. V ramci méfeni byly provedeny jednak tokové testy a dale také dva druhy

oscilac¢nich testu (frekvenéni a amplitudové).

Tokové testy

Tokov¢ testy jsou prvni z nastroju reologie vyuzitych pro charakterizaci vzorku synovialnich kapalin.

V ramci méfeni je zaznamenavana zména viskozity v zavislosti na smykové rychlosti.
A Cerstvé namichané

—8—B Cerstvé namichané
C cgerstveé namichané

0.002 -

dynamicka viskozita [Pa-s]

0.000 . .
1 10 100

smykova rychlost [s!]

Obrazek 8: Viskozitni kiivka artificialnich synovialnich vzorkii A, B, C

Obrazek 8: Viskozitni kfivka artificialnich synovialnich vzorkii A, B, C zobrazuje mimy pokles
viskozity vSech vzorki pfi nizkych hodnotach smykové rychlosti. Pi vysSich rychlostech trendy kiivek
odpovidaji Newtonovskym kapalinam, protoze je jejich viskozita s namahanim konstantni. Rozdilné
hodnoty viskozity poukazuji na strukturni odli§nosti vzorki zptisobené modifikaci.

Oscilacni testy

V druh¢ casti makroreologického meéreni byly vzorky podrobeny oscilaénim testim. Pri amplitudovém

testu dochazi k namahani vzorku s rostoucim smykovym napétim a konstantni oscila¢ni frekvenci.

33



XA

X y X X B
= x X C
= X X o
S 500 4 XX x
E X X
= X X
ko X %
o X
= X
< X
50 TR X X X % x ,
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00

amplituda deformace [ %]

Obrazek 9: Amplitudovy test artificidlnich synovidlnich vzorkii pro 37 °C

Obrazek 9 odpovida ocekavani vysledku pro viskozni kapalinu. Komplexni modul zahruje viskozni
i elastické vlastnosti materialu. Pokud by byly jeho diléi slozky déleny uhlovou rychlosti, pak by bylo
mozno ziskat komplexni viskozitu materialu. Pokles komplexniho modulu vypovida o sniZeni viskozni
1 elastické odpovédi materialu, tim je potvrzeno, Zze synovie spada do kategorie pseudoplastickych
nenewtonovskych kapalin. Vysledky amplitudovych testt riznych vzorka A, B, C potvrdily, Zze Cerstvé
namichané vzorky se ani v makroméfitku nijak zasadné nelisi. Mimé niz§i hodnota komplexniho
modulu pro synovialni kapalinu A naznacuje nizsi rigiditu a ¢asteéné nizsi provazani této synovialni
kapaliny, coz muize souviset s tim, Ze pouze v této synovialni kapalin¢ je nemodifikovany hyaluronan
oproti vzorki B a C, ve kterych jiz byl vyuzit hyaluronan modifikovany. Kazdopadné pozorované
rozdily mezi vzorky nejsou nijak zasadni a z hlediska viskoelastického chovani jsou tyto materialy
prakticky totozné. To je zadouci, protoZe modifikace struktury primarné¢ cili na stabilitu, a ne na zménu

charakteru synovialni matrice.

Druhym pouzitym oscilaénim testem vyuzitym v ramci prace byl frekvencni test. Vysledky jsou
znazornény na Obrazek 10. Pri frekvenénim testu je oproti amplitudovym testim konstantni smykova

rychlost a méni se frekvence oscilace.

34



1000 - % X
= X X x x X X X X X :
X \
=) % § X w x X X ;<< X X X X G'A
2 % X RERXRXAXXRX% X G' A
Z 100 § ¥ X X KX X
g 0% % % X X X XG'B
= % x X x &
2 % X > XG"B
f:‘ xG'C
s 10 4 X
] xG"C
(=]
=
S
1 T T T 1
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00

frekvence [Hz]

Obrazek 10: Frekvencni test artificidlnich synovidlnich kapalin pro 37 °C

Vyse znazoména zavislost viskoelastickych modulti na frekvenci poukazuje na mimé rozdilny trend
mezi jednotlivymi vzorky. Z grafu je patmé, ze vzorek A a B jsou si blizké, ale vzorek C se od nich
odlisuje, a to zejména v pripad¢ elastického modulu. Pridavek chondroitin sulfatu tedy zpusobil zménu

prab¢hu viskoelastickych funkei, coz by mohlo vést k vyssi odolnosti matrice.

6.2.3 Srovnani vystupu makroreologie a mikroreologie

Ziskana data z makroreologického a mikroreologického pristupu k frekvenénim viskoelastickym testim
byla nasledné korelovana pro jednotlivé vzorky synovialnich kapalin. Pfiklad porovnani ziskanych
zavislosti viskoelastickych moduli na frekvenci pro vzorek synovialni kapaliny A, pfipraveny

z nemodifikované¢ho hyaluronanu pro méfeni pii 37 °C je zobrazen na Obrazek 11.
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Obrazek 11: Srovnani viskoelastickych modulii pro nemodifikovany vzorek A pri 37 °C
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Jak je z Obrazek 11 patmé, byt jsou prub¢hy jednotlivych funkei podobné, kombinace obou zavislosti
neposkytuje kontinualni pribéh viskoelastickych moduli. Data ziskana z makroreologickych meéfeni
byla naméfena pro vysSi hodnoty modult nez u mikroreologie. I kdyZz ob¢ techniky ptsobi velmi

podobné, pracuji na riznych principech.

V makroreologii je sledovana komplexni odezva materialu na pisobeni vnéjsi sily. Na kontaktni plochu
vzorku pusobi sila ur¢enou geometrii (deska nebo valec) a material poskytuje odezvu jako celek. Toto
meéfeni spiSe odpovida realnému pusobeni sil v kolennim kloubu a lze zde ocekavat vyssi hodnoty
modulu nez v mikroreologii, protoze b&hem méfeni dochazi k silovému pisobeni na vzorek.
U mikroreologického méreni naopak dochazi k prepoétu pusobeni prostifedi na presné definovanou
¢astici, ktera je umisténa voln€ v prostoru matrice. Tuto ¢astici ovliviiuje vnitini struktura matrice, sila
vazeb mezi jednotlivymi komponentami a hustota jejich zesiténi. Proto neni mozno tyto dvé méreni

slucovat, ale je tfeba na n¢ nahlizet jako na samostatné meéfici vystupy.

6.2.4 Ovéreni opakovatelnosti pripravy synovidlnich kapalin

Pro ovéfeni, zda je pfi opakovaném nachystani vzorku mozno dosahnout srovnatelnych viskoelastickych
charakteristik pfipraveného materialu byla pouzita DLS mikroreologie. Pro stanoveni opakovatelnosti
byly pfipraveny nov¢ artificialni synovie s odstupem 5 mésict (v dubnu a listopadu). Méfenim, jehoZz
vystup je na Obrazek 12 Obrazek 13, se potvrdilo, Ze metoda pripravy ma dobrou opakovatelnost a je
mozno eliminovat zandseni chyby nestejnorodym vstupnim materialem (za podminek striktniho
dodrzeni postupu piipravy). Pro pfiklad uvedeny grafy komplexni viskozity nemodifikovaného vzorku

A a viskoelastickych moduli modifikovaného vzorku C.
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Obrazek 12: Srovnani komplexni viskozity vzorku A pripraveného v dubnu a listopadu pro 37 °C
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Obrazek 13: Srovnani viskoelastickych modulii vzorku C pripraveného v dubnu a listopadu pro 37 °C

6.2.5 Izotermicka termogravimetrie

Charakteristiky artificialnich vzorki i realného vzorku byly proméfeny v izotermickém nastaveni, coz

znamena, z¢ za udrzovani konstantni teploty po zahrati je méfen ibytek hmotnosti vzorku.
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Obrazek 14: Derivacni termogravimetrickd analyza artificidlnich vzorkii

Obrazek 14 zobrazuje rozdily v ubytku hmotnosti hlavné mezi modifikovanymi (B, C)
a nemodifikovanym vzorkem A. Ve vzorku A je patmé vys§i mnozstvi vazané vody. Modifikovany
hyaluronan ma na karboxylovou skupinu glukuronatu navazanou aminokyselinu, coz snizuje strukturni

prostor pro hydrataci.

6.2.6 Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR)

V ramci FTIR byly vyhodnoceny 2D ¢asove rozliSené ATR zaznamy suseni a absorpéni FTIR spektra
vsech artificialnich vzorkd.
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Obrazek 15: Casovd zména FTIR spekter vzorku C v pribéhu suSent

Obrazek 15 zobrazuje ¢asovou zménu absorpéniho FTIR spektra vzorku C. Jednotlivé vzorky A, B, C
se v oblasti vibraci skupiny mezi sebou shoduji z hlediska polohy pikii, protoze modifikace byla
provedena pomoci funkénich skupin, které¢ se ve vzorku vyskytovaly jiz pfed modifikaci. Prvni pik
v oblasti kolem 3300 cm™ reprezentuje pfitomnost hydroxylovych a aminoskupin, které jsou soucasti
hyaluronanu a proteinu a vody ve vzorku. Dalsi vyraznou oblast tvofi pfiblizné 1600 cm™'. Tento pik
predstavuje pritomnost amidové skupiny v postrannim fetézci hyaluronanu a karbonylovou skupinu. Tu
je mozno spolu s hydroxylovou skupinou detekovat v karboxylovych slou¢eninach. O 100 cm™ dal, tedy
v oblasti 1500 cm™ se nachazi pik pro polypeptidové fetézce, které je mozno v ramci synovialni
kapaliny detekovat diky pfitomnym bilkovindm (albumin, y-globulin). Pik v blizkosti 1000 cm
reprezentuje fosfat pritomny v pouzitém fosfolipidu (DPPC) ave fosfatovém pufru. Posledni pik
reprezentujici disulfidické mustky stabilizujici tercialni strukturu proteini byl zaznamenan na konci
méfeni v oblasti 500 cm!. Tento pik byl nejvyraznéjsi pro vzorek C, protoze krom modifikace

obsahoval i chondroitin sulfat.

cas

Q
)

3000 . 1 2000 1000
vlnocet [cm™]

Obrazek 16: 2D casové rozliSeny ATR zaznam suSeni vzorku A
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Obrazek 17: 2D casové rozlisSeny ATR zaznam suSeni vzorku B
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Obrazek 18: 2D casové rozliSeny ATR zaznam suSeni vzorku C

2D casov¢ rozlisené FTIR zaznamy ukazuji rozdily v mnozstvi a zptisobu vody vazané v artificialnich
vzorcich synovialnich kapalin (modra barva ve spektrech uvedenych na Obrazku 16—18 znaci nejnizsi
intenzitu ve spektru, s pfechodem barvy od zelené pres zlutou k cervené narista intenzita v dané oblasti
spektra). Ve spektru vzorku A na Obrazek 16 je vidét oproti zbylym dvéma vzorkiim intenzivnéjsi pik
v oblasti vinoétu 3600 az 3300 cm™ (Zluta barva u vzorku A, u B a C pouze zelena). Dale je mozno
pozorovat rozdiln¢ Casy mezi nemodifikovanym vzorkem A a modifikovanymi vzorky Ba C na
Obrazek 17 a Obrazek 18. Prestoze byly dodrzeny stejné podminky méfeni doslo u vzorku A k odparu
vody ve 20 minuté méfeni, a to velmi postupné. U modifikovanych vzorki B a C byl odpar patrny az
v 25 minuté a zména nastala skokové oproti vzorku A. Z téchto vysledk tedy vyplyva, ze v synovialni
kapalin¢ A bylo vazano ve struktute vice vody (v souladu s vysledky izotermické TGA) a rovnéz
dochazelo k rychlej§imu a pozvolnéjSimu odparu ze struktury oproti synovialnim kapalinam B a C.
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6.3 Sledovani stability vzorku

Dulezitou vlastnosti pfipravenych vzorku synovialnich kapalin je jejich stabilita. V ramci diplomové
prace bylo studium stability vzorku posuzovano z pohledu vice parametri. Synovialni kapaliny jsou
vlivem metabolickych zmén nebo vlivem patogenti degradovany pomoci enzymu. Tyto zmény byly
pozorovany pomoci UV-VIS spektrometrie na zakladé postupu publikovaném ve ¢lanku [68] . DalSim
dalezitym aspektem a vyznamnym prumyslovym parametrem je Casova stabilita vzorka. Ta byla
opakovang¢ stanovena pomoci dynamického rozptylu svétla na pfistroji Zetasizer Nano ZS za vyuZiti
mikroreologického méfictho modulu v kombinaci s makroreologii.

6.3.1 Enzymaticka stabilita

Jednim z hlavnich cila této diplomové prace bylo pripravit artificialni synovialni kapalinu se zvysenou
odolnosti vici enzymatické degradaci. Pro tyto ucely byla v ramci této ¢asti prace porovnavana stabilita
tfi pfipravenych synovialnich kapalin, které¢ byly zaloZeny na plvodnim vysokomolekularmim
hyaluronanu (vzorek A), modifikovaném hyaluronanu (vzorek B) a modifikovaném hyaluronanu
s pfidavkem chondroitin sulfatu (vzorek C). Jednotlivé vzorky synovialnich kapalin byly cilené

degradovany pomoci enzymu hyluronidazy.

Kyveta se vzorek synovie (fedénym fosfatovym pufrem), barvivem a hyaluronidazou byla proméiena
pomoci UV-VIS spektrofotometru U-3900/3900H Hitachi High-Technologies Global v rozmezi
vlnovych délek 400 az 700 nm. M¢feni probihalo po dobu 2 hodin s méficim krokem 15 minut. Bylo
ziskano 11 absorpcnich spekter pro jednotlivé vzorky.
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Obrazek 19: Absorpcni spektra nemodifikovaného vzorku A

Obrazek 19 ukazuje zmény sloZzeni matrice vyvolané piisobenim hyaluronidazy. Patmy je pokles
v oblasti 650 nm. Tato vlnova délka odpovida hyaluronanu v synovialni kapalin€. I u ostatnich vzorku
dochazelo k sniZzeni intenzity absorbance v Case, pro porovnani byl pouzit relativni pokles znazornény
na nasledujicim grafu.
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Obrazek 20: Kinetika relativniho poklesu absorbance v case

Obrazek 20 ukazuje zmény absorbance u vzorka A, B, C pro vlnovou délku 650 nm. Jak je z grafu
patmé, vSechny vzorky odpovidaji stejné klesajicimu exponencialnimu trendu. Relativni absorbance
byla ziskana odectenim absorbance v pocatecnim stavu od absorbance v konkrétnim ¢ase. Diky pribéhu

jednotlivych funkei bylo mozno dopocitat rychlostni konstantu k pomoci rovnice (1).
Aw =A™ (1)

Upravou tohoto vyrazu (linearizaci) bylo mozno ziskat hodnotu rychlostni konstanty k jako smé&rnici
lincarn¢ regresni pfimky. Hodnoty pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulka 5: Rychlostni
konstanty vzorku A, B, C.

Tabulka 5: Rychlostni konstanty vzorkit A, B, C

vzorek rychlostni konstanta [min™']
A (0,00870 £0,00040)
B (0,00550 £0,00030)
C (0,00150 £0,00008)

Z vypoctu vyplyva, ze nejvetsi hodnotu rychlostni konstanty degradace ma vzorek A, coz znamena, ze
ma nejvetsi sklon regresni pfimky, a proto u n¢j degradace probiha nejrychleji. Oproti tomu vzorek
C, obsahujici modifikovany hyaluronan a chondroitin sulfat, degraduje nejpomaleji, protoze ma nejnizsi
hodnotu rychlostni konstanty (sklon pfimky). Vzorek B odolava pusobeni enzymu lépe nez vzorek
A, ahufe nez vzorek C. Zde je mozno zaznamenat vliv modifikace hyaluronanu na odolnost matrice

vuéi enzymu bez pfitomnosti chondroitin sulfatu.

6.3.2 Casovi stabilita

Dulezitou charakteristikou pfipravenych artificialnich synovialnich kapalin je bezesporu jejich ¢asova
stabilita a s tim souvisejici schopnost téchto material udrzovat si v Case konstantni uzitkové vlastnosti.
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Casova stabilita pfipravenych vzorki synovialnich kapalin byla v ramci prace studovana pomoci

makroreologickych i mikroreologickych méfeni. Nasledné byly rovnéz studovany zmény v agregacnim

chovani a distribuci hmoty v jednotlivych vzorcich synovialnich kapalin vyuzitim metody AF4-MALS.

DLS mikroreologie

Prvni metodou vyuZitou pro posouzeni Casové stability vzorklii byla DLS mikroreologie, kdy byla

posuzovana pro jednotlivé synovialni kapaliny stalost namérenych viskoelastickych charakteristik.

Naméfena data pro porovnani ¢asové zmény komplexni viskozity vSech tfi vzorkt synovialnich kapalin

jsou zobrazeny na nasledujicich Obrazek 21,0brazek 22 aObrazek 23.
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Obrazek 21: Zavislost komplexni viskozity na frekvenci u vzorku A pro 37 °C
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Obrazek 22: Zavislost komplexni viskozity na frekvenci u vzorku B pro 37 °C
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Obrazek 23: Zavislost komplexni viskozity na frekvenci u vzorku C pro 37 °C

Mezi vzorky A, B, C ve vySe uvedenych grafech je mozno pozorovat zmény ve smémicich jednotlivych
funkci. Obecné€ plati to, Ze ¢im nizsi je hodnota smémice zavislosti komplexni viskozity na frekvenci,
tim vice se tento material podoba Newtonovské kapalin¢. To znamena, ze ¢im méné je tato zavislost
,strma®, tim hufe vzorek odolava pusobeni sil a ztraci své specifické viskoelastické vlastnosti. Stejnou
strmost v zavislosti na ¢ase (zachovani viskoelasticity) poskytuje vzorek C, proti nému je tiecba postavit
vzorek A, kde je mozno v priab¢hu Casu pozorovat pokles strmosti, a tudiz pfiblizovani se charakteru
Newtonovské kapaliny. Vzorek A tedy vykazoval v Case nejvét§i pozorované zmény z pohledu DLS
mikroreologie a lze ho oznacit za nejméné ¢asove staly. Nasledujici grafy zobracuji rovnéz Casovy vyvoj
pro elastické a viskozni moduly pro synovialni kapalinu A a C.
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Obrazek 24 a 25: Elastické moduly vzorkii A (vlevo) a C (vpravo) pro 37 °C
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Obrazek 26 a 27: Viskozni modul pro vzorek A (vlevo) a C (vpravo) pri 37 °C

Grafy viskoznich a elastickych modula byly uvedeny pro vzorky A a C. U Elastickych modula vzorku
A na Obrazku 24 je mozno v prab¢hu Casu sledovat snizeni jednotlivych hodnot, coz se da vysvétlit jako
ztraceni charakteru pevného télesa a sniZzeni mechanické odolnosti. Elasticky modul vzorku C na
Obrazek 24 a 25: Elastické moduly vzorkt A (vlevo) a C (vpravo) pro 37 °C se po mésici mirng snizil,

ale dal$i mérfeni ukazala opét vyssi hodnoty podobné pivodné naméfenym.

Viskozni moduly na Obrazek 26 a 27: Viskozni modul pro vzorek A (vlevo) a C (vpravo) pii 37 °C
v prubé¢hu Casu naopak rostou. To znamena, Ze je matrice ma vice viskozni charakter a je tedy vice
tekuta. U vzorku A doslo k vyrazngjSimu ristu hodnot v Case oproti vzorku C, kde byl zachovan
i pavodni trend (prubéh funkce).

Pro vétsi prikaznost dat byla porovnana pouze hodnota viskdzniho a elastického modulu pro velmi
malou (10 Hz) a velkou (1000 Hz) frekvenci u jednotlivych vzorkii. Pro lepsi ilustraci vysledku byly
body proloZeny lineami smémici trendu. Z Obrazek 28 aObrazek 29 na nasledujici strané je zfejmé, ze
v prubéhu n¢kolika mésicti vzorky B a C, které¢ byly oproti vzorku A modifikovany aminokyselinou
odolaly Iépe pusobeni degradacnich vlivii a hodnoty jejich modult v pribéhu Casu zistala témér
neménna. Oproti tomu u vzorku A je mozno sledovat pokles elastického modulu pro frekvence okolo
10 Hz, coz ma simulovat synovialni kapalinu, ktera je v klidu. Z téchto vysledka tedy vyplyva, ze
synovialni kapalina A je pfi nizkém namahani po uvedeném casovém horizontu od pfipravy vykazuje
mensi elasticitu své struktury (je tedy parné vice viskozni — tekut¢jsi), naopak synovalni kapaliny B a C,

které jsou zaloZeny na modifikovaném vzorku hyaluronanu vykazuji neménném vlastnosti.
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Obrazek 28: Srovndni elastickych modulit artificidlnich vzorkit A, B, C pro 10 Hz

Vyssi frekvence na Obrazek 29 ma simulovat velké namahani kapaliny v kolenim kloubu. Pfi namaze
je mozno pozorovat rostouci trend viskozniho modulu u vzorku A, coz znamena, ze ma vice tekutou

povahu a tudiz ztraci mechanické vlastnosti pevného télesa.
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Obrazek 29: Srovnani viskoznich modulii artificialnich vzorkii A, B, C pro 1000 Hz
Makroreologie

Pro makroreologické posouzeni ¢asové stability pfipravenych synovialnich kapalin byly opét vyuzity
dva typy meéfeni. Jednak byly vzorky charakterizovany z hlediska tokovych méfeni, kdy byla
posuzovana zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti. Nasledné byly vyuzity taky oscila¢ni

testy (amplitudové i frekvencni).
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Obrazek 30 a 31: Amplitudovy test artificidlnich vzorkii vievo Cerstveé namichané, vpravo po

3 mésicich pro 25°C

Vyse uvedené Obrazek 30 a 31: Amplitudovy test artificialnich vzorki vlevo Cerstvé namichané, vpravo
po 3 meésicich zobrazuji makroreologickou zavislost komplexniho modulu na amplitudé deformace.
Komplexni modul je mozno dopoéitat jako odmocninu ze souctu druhych mocnin viskdzniho
a elastického modulu. Pfi méfeni Cerstvé namichanych vzorkd nebylo mozno pozorovat rozdily, coz
zobrazuje Obrazek 30 a 37: Amplitudovy test artificialnich vzorku vlevo ¢erstvé namichang, vpravo po
3 mésicich pro 25°C. Po tfech mésicich na Obrazek 30 a 37: Amplitudovy test artificialnich vzorku
vlevo Cerstvé namichané, vpravo po 3 mésicich pro 25°C doslo u vzorku A ke zménam. Komplexni
modul vyjadfuje miru provazanosti vzorku a vzajemnych interakci komponent synovialni kapaliny.
Snizeni hodnoty komplexniho modulu znaci rozpad struktury u vzorku A. U vzorku B,C nebyla

zaznamenana zmeéna.
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Obrazek 32 a 33: Frekvencni test artificidalnich vzorkii pri 25 °C pro elastické moduly vievo a viskozni

moduly vpravo
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Z Obrazek 10: Frekvencni test artificialnich synovialnich kapalin pro 37 °C lze uréit nejvyssi hodnoty
viskozniho i elastického modulu pro vzorek C. Porovnani Obrazek 32 a 33: Frekvencni test artificialnich
vzorku pii 25 °C pro elastické moduly vlevo a viskozni moduly vpravo lze fict, Zze pouze vzorek C si
zachoval puvodni trend ve smyslu priabéhu funkce. Z obrazku ,,po tiech mésicich® byly nejnizsi hodnoty
pro viskozni modul naméfeny u vzoru C, ten je tedy nejméné tekuty a mechanicky odolnéjsi nez zbylé
dva vzorky. To potvrzuje i graf s elastickymi moduly, kde je mozno pozorovat odlisny pribch funkce

vzorku C, oproti vzorkiim A, B.

Tokov¢ testy jsou poslednim nastrojem reologické charakterizace vzorka synovidlnich kapalin, které
byly v diplomové praci vyuzity pro charakterizaci vlivu ¢asu na mechanické charakteristiky vzorku
synovialnich kapalin. V ramci méfeni je zaznamenavana zména dynamické viskozity v zavislosti na

smykov¢ rychlosti.
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Obrazek 34: Viskozitni krivka artificialnich vzorkii

Dle viskozitnich kfivek cCerstvé namichanych 1 5 mésici starych synovialnich kapalin na
Obrazek 34 dochazi pii nizkych smykovych rychlostech k poklesu viskozity (pseudoplastické chovani).
Vzorek A vykazuje vyraznéj$i pokles viskozity v Case (Cerstvé a 5 mésicu staré) nez zbylé dva
modifikované vzorky B aC. Casova stabilita vzorku B, C by mohla byt vysvétlena modifikaci
hyaluronanu v téchto vzorcich. Ten je vice chranén, nepodléha tak vyrazné zméné jako nemodifikovany

hyaluronan ve vzorku A.

Stabilitni zmény urcené pomoci AF4-MALS

Vzhledem ke komplexnosti jednotlivych vzorku piipravenych artificialnich synovialnich kapalin byla
pro posouzeni zmén v distribuci hmoty a rozdilnosti v agregacnim chovani mezi vzorky a zaroven dle
vlivu stafi vzorki vyuzita metoda AF4-MALS. Tato metoda vyuziva asymetrické frakcionace
charakterizovan¢ho vzorku na zakladé tangencialniho toku pole (realizovano fizenym tangencialnim
proudénim mobilni faze), ¢imz jsou ziskany fragmenty vzorku matrice rozdélené podle velikosti ¢astic
[92]. Takto fragmentovany vzorek je nasledné charakterizovan pomoci detektori MALS a dRIL
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U jednotlivych vzorki synovii byly posuzovany zmény v distribuci hmoty (dRI detektor) a agregacnim
chovani méfenim Rayleighova poméru (MALS detektor) Z vysledku méfeni Rayleighova poméru byl
pozorovan rozdil mezi synovialni kapalinou A a zbylymi dvéma vzorky (B a C). Dle Obrazek 35 je
mozno pozorovat rozdilnou distribuci ¢astic u vzorku A (ervené zakrouzkovana oblast), B a C a to jak
v pfipad¢ novych vzorkl Cerstvé pfipravenych synovialni kapalin (plné cary na Obrazek 35), tak

v pripad¢ vzorkt méfeni po 5 mésicich od pripravy (arkované oznacené vzorky).
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Obrazek 35: Zavislost Rayleighova poméru na case
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Obrazek 36: Zavislost Rayleighova poméru na case (priblizeni predchoziho grafu)

Z Obrazek 36, ktery predstavuje vyfez Obrazek 35 v oblasti fraktogramu odpovidajicim distribuci
hyaluronanu a vétSich agregatd, je zfejmé, ze jiz v pripadé nové pripravené¢ho vzorku A je mozné
pozorovat vyrazn¢ rozdily hlavn€ v oblasti mezi 40. a 53. minutou. Zde je tfeba také zminit fakt, ze pred
analyzou bylo nutné vzorky zfiltrovat, coz by mohlo naznacovat, ze v pripad¢ vzorku A byly castice
agregovany do vétSich shluku, které byly odfiltrovany, a proto je signal v této ¢asti fraktogramu mén¢
intenzivni. Toto pozorovani je v souladu s vysledky tokovych testi z makroreologického porovnani
synovialnich kapalin, kde byla pozorovana u vzorku A vyrazné vys$si dynamicka viskozita, a to jak
v pripad¢ Cerstvého vzorku, tak v pripadé vzorku starého 5 meésicli od pfipravy, coz by potvrzovalo

pritomnost vétSich agregatt ¢i shluku ve vzorku A.

Pro ovéfeni této domnénky, byly sledovany rovnéz zmény v distribuci hmoty pomoci dRI detektoru.
Z Obrazek 37 byly potvrzeny zavéry pozorované méfenim Rayleighova poméru, kdy v oblasti piku
hyaluronanu a agregati (cca mezi 35-55 minutou ve fraktogramu) je zfejma rozdilna distribuce hmoty
ve vzorcich. U synovii A byla v této oblasti detekovana vyrazné nizsi koncentrace, coz naznacuje
pritomnost vétSich agregatu v tomto vzorku synovie, které byly nasledné pred analyzou odfiltrovany

(pouzit stfikackovy filtr o velikosti pora 5 pm).
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Obrdzek 37: Casovy zdznam distribuce hmoty v artificidlnich vzorcich
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Tabulka 6: Vystup AF4-MALS

1. pik 2. pik
vzorek Mw [kDa] Mw [kDa] PDI [-]
A (Cerstvé namichany) (67,77 £0.25) (1427,10 £74,77) (5,68 +£0,30)
A (5 mésicu stary) (64,75 £0,25) (215,20 £16,90) (2,01 +£0,12)
B (Cerstvé namichany) (67,67 £0.42) (1314,80 £72,40) (2,85 £0,59)
B (5 mésicu stary) (64,30 £0,60) (405,40 £3,20) (1,59 +0,06)
C (Cerstvé namichany) (67,47 £0,31) (1326,13 £88,26) (3,69 £0,22)
C (5 mé&sicu stary) (65,8 £0,90) (554,6 £12,30) (2,96 +£0,03)

Dle Tabulka 6 je patrné, ze prvni pik je shodny pro vSechny vzorky. Tato hodnota Mw odpovida
albuminu. 2.pik se u jednotlivych vzork lisi. Je mozno pozorovat klesajici trend polydisperzity (PDI)
od vzorku A kC, coz znamena, ze v modifikovanych vzorcich jsou castice uniformnéjsi a lépe
provazané nez v nemodifikovaném vzorku A. To potvrzuje fakt, ze vzorky B, C jsou oproti vzorku
A modifikovany, proto je jejich zakladni skelet zaujima jinou konformaci.

Po 5 mésicich se hodnoty piku pro albumin témér nezménily, oproti tomu byla zaznamenana vyrazna
zména u druhého piku. U vzorku A byla molekulova hmotnost uréena na (215,20 £16,90) kDa, coz
patmé odpovida zbytkové molekulové hmotnosti hyaluronanu. Ve vzorku je ovSem pfitomno vice
vétsich agregatn ¢astic, které presahovaly detekéni limit. Zaroven byly tyto vétsi fragmenty vyznamné
zachyceny na filtru pii pripravé vzorku pro analyzu, coz je zfejmé z vyrazné¢ho poklesu koncentrace
u vzorku A méfen¢ho po 5 mésicich od pripravy. U vzorku B a C byla urCena hodnota molekulové
hmotnosti 2. piku na (405,40 £3,20) kDa pro B a (554,6 £12,30) kDa pro vzorek C. Zaroven v oblasti
piku odpovidajicim hyaluronanu a vét§im agregatim byl detekovan mensi pokles v distribuci hmoty
oproti nov¢ pripravenym vzorkim téchto synovialnich kapalin. Z naméfenych hodnot tedy jasné
vyplyvaji rozdily v pozorovanych charakteristikach po 5 mésicich od pfipravy, coz naznacuje rozdilnou
stabilitu synovialni kapaliny A a zbylych dvou vzorki (B a C) pfipravenych z modifikované¢ho
hyaluronanu.

6.4 Srovnani artificialni synovie se vzorkem realné synovialni kapaliny

a pripravkem Orthovisc®
V této Casti prace byly pripravené vzorky artificialnich synovialnich kapalin porovnany jednak se
vzorkem realné synovialni kapaliny (pro tyto ucely vyuzit realny vzorek koniské synovialni kapaliny
nam¢éren v ramci predchozi bakalarské prace [93]) a nasledné¢ také s pripravkem Orthovisc®. Srovnavaci
testy byly provedeny pomoci mikroreologicky stanovenych viskoelastickych moduli a komplexni
viskozity a v pfipad¢ pripravu Orthovisc® byla rovnéz vyuzita metoda AF4-MALS.
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6.4.1 Srovnani s reilnou konskou synovii

Pfipraveng artificialni synovie byly porovnany s realnym vzorkem koriské synovie proméfenym v ramci

predchozi bakalarské prace [93].

Mikroreologické porovnani

Z Obrazek 38 nize neni mozno pfi nizsich frekvencich posoudit rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Pri
vysSich frekvencich je mozno urcit nejvétsi shodu mezi redlnou kornskou synovii a artificialnim

vzorkem C.
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Obrazek 38: Srovnani komplexnich viskozit artificidlnich vzorkii a redlné koriské synovie

Termogravimetricka analyza

Z Obrazek 39 jsou patmé rozdily mezi realnym vzorek a jednotlivymi artificialnimi vzorky. Funkce,
jejichz priabéh je rovnobézny s hlavni vodorovnou osou, predstavuji odpar z volné vodni hladiny. Tento
trend je mozno pozorovat u realného vzorku komiské synovie a velmi podobny trend vykazuji
modifikované synovie B a C. Obrazek 39 poukazuje na pozitivni pfinos modifikace hyaluronanovych

fetézcu (ve smyslu pribliZzeni se realnym hodnotam) oproti nemodifikované synovii A.
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Obrdzek 39: Derivacni termogravimetricka analyza artificidlnich vzorkii a realné korské synovie

6.4.2 Srovnani s artificialnim pripravkem Orthovisc®

Pro porovnani byly pouzity viskoelastické moduly a komplexni viskozita pfi obou teplotach
(25 °C, 37 °C) Nize uvedeny Obrazek 40 urcil velmi podobny trend pro kiivky artificialni synovie
(modifikovany vzorek C s chondroitin sulfatem) a Orthoviscu®. Rozdil mezi témito kapalinami tvoii
jejich makroskopicka povaha. Orthovisc® chovanim pfipomind tekuty gel (tuzsi med), oproti tomu
artificialni synovie svou tekutosti pfipominaji neodtuénéné mléko. Proto Orthovisc® nabyva vysSich
hodnot (je tuzsi, gelovéjsi). Presto jsou takto odlisné materialny schopny poskytovat velmi podobné
vysledky. Takto naméfené hodnoty potvrdilo méfeni komplexni viskozity (Obrazek 41). Pii 25 °C byly

pozorovany stejné trendy.
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Obrdzek 40: Porovnani viskoelastickych modulii artificidalniho vzorku C a pripravku Orthovisc®
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Obrazek 41: Srovndni komplexnich viskozit artificialniho vzorku C a pripravku Orthovisc® pri 37 °C

Pripravek Orthovisc® obsahuje dle pribalové informace hyaluronan sodny, ale dle popisu je efekt tohoto

voln¢ prodejného pripravku v injekéni aplikaci srovnatelny s komplexni synovialni matrici.

Tabulka 7: Charakterizace Orthoviscu pomoci AF4-MALS

vzorek Mw [kDa] PDI [-]

Orthovisc® (1392,6 £14,6) (1,47 £0,23)

Dle Tabulka 7: Charakterizace Orthoviscu pomoci AF4-MALS je patmé, ze molekulova hmotnost
odpovida hyaluronanu pouzivanému pro pfipravu artificialnich synovialnich kapalin. Ze ziskan¢ho
fraktogramu nameéfeného pomoci AF4-MALS je bylo zfejmé, Ze slozeni bylo uniformni a pripravek

obsahoval pouze hyaluronan bez dalSich pfimési.
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7 ZAVER A DISKUZE

Tato diplomova prace si klade za cil modifikovani struktury hyaluronanu pouzivané¢ho pro pfipravu
artificialni synovialni kapaliny. Postup pfipravy optimalizovany v ramci predeslé bakalarské prace
[93] byl upraven pro dosazeni vysledki vice odpovidajicich realné synovialni kapaling.

Prvnim cilem této prace byla pomémeé obsahla reserSe moznosti modifikace hyaluronanu sodného pro
aplikaci vramci synovidlnich kapalin. V ramci reserSe byly jako hlavni technologické problémy
zdiraznény enzymatické vlivy a casova nestabilita artificialni matrice. Na zaklad¢ reserSe byla
nejvhodnéj§i metodou zvolena modifikace hyaluronanu pomoci aminokyseliny alaninu. Vyhodou
modifikace biomolekul pomoci aminokyselin je jejich pfirozeny vyskyt v organismu. Degradacéni
produkty takto upravené synovialni kapaliny jsou t€lu znamé a nevyvolaji tvorbu nezadoucich produkta,
které by mohly vyvolat nadmémou imunitni odezvu. Chondroitin sulfat byl zvolen jako dalsi prvek pro
zlepseni vlastnosti artificialni synovie, protoze je dle literatury schopen vazat vodu a napomaha tak
odolnosti artificialni synovialni matrice vii¢i mechanickému namahani. Na zaklad¢ téchto poznatki byly
pripraveny tfi vzorky artificialni synovie. Prvni vzorek A synovialni kapaliny obsahoval hyaluronan bez
jakékoliv modifikace. Druhy vzorek B obsahoval hyaluronan modifikovany pomoci aminokyseliny
alaninu a treti vzorek C obsahoval modifikovany hyaluronan a chondroitin sulfat.

Dalsim zcila bylo prostudovani stability pripravenych vzorka. Ta byla posuzovana z hlediska
enzymatického a Casového. Enzymaticka stabilita byla proméfena za pouziti hyaluronidazy a barviva
Stain-all pomoci UV-VIS spektrofotometru. Méfenim poklesu absorbance v zavislosti na Case (po
aplikaci enzymu) a jeho prepoctu na relativni pokles absorbance bylo mozno dopocitat rychlostni
konstanty degradaci jednotlivych vzorka A, B, C. Nejvyssi hodnota rychlostni konstanty byla uréena
pro vzorek A. To znamena, Ze sklon jeho regresni pfimky byl nejvétsi, a tudiz u tohoto vzorku degradace
probihala nejrychleji. Nasledné byla dle ocekavani nejmensi hodnota rychlostni konstanty dopocitana
pro vzorek C (5.8 krat mensi hodnota nez u vzorku A a 3,7 krat mensi nez u vzorku B). Tento vzorek
byl vyhodnocen jako nejodolngjsi viéi pusobeni enzymu hyaluronidazy. Casova stabilita byla
vyhodnocena pomoci DLS mikroreologie, makroreologie a vicethlového rozptylu svétla spojen¢ho
s asymetrickou frakcionaci polem (AF4-MALS).

Mikroreologicka meéfeni byla vyhodnocena pomoci stanoveni komplexni viskozity vzorku
a viskoelastickych modulu. Komplexni viskozita se u modifikovanych vzorku ustanovila na mirné
vys$Sich hodnotach, nez byly naméreny u ¢erstvé namichanych vzorku. Oproti tomu je mozno pozorovat
pokles viskozity nemodifikovaného vzorku A. Z méfeni viskoelastickych modula byly vybrany mezni
hodnoty frekvenci (10 a 1000 Hz) odpovidajici extrémim namahani realné¢ho kloubniho aparatu. Tyto
hodnoty po prolozeni spojnici trendu poukazaly na rozdily mezi jednotlivymi vzorky. U vzorku A doslo
k narustu viskozniho modulu, a naopak poklesu elastického modulu. To znaci, Ze nemodifikovany
vzorek A ztraci pevnost a je vice tekuty. U vzorku B a C byl pozorovan vzajemné srovnatelny trend.
Smémice jejich pfimek byla velmi mala u obou moduli, tudiz je mozno fict, Ze v zavislosti na case

vzorky B a C neztracely viskozni ani elasticky charakter.

Dalsi metodou pro vyhodnoceni Casové stability byla makroreologic. Zde byly stanoveny oscilaéni
(amplitudové, frekvencni) a tokove testy. U amplitudovych testd byl zaznamenan pokles komplexniho

modulu u vzorku C. Komplexni modul se sklada z viskdzniho a elastického modulu, tudiz ke zméné
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mohlo dojit u jedné nebo obou proménnych. Proto byly pouzity frekvenéni testy. Zde byl urcen nejnizsi
visk6zni modul pro vzorek C, a naopak odlisnost jeho trendu elastického modulu v porovnani se vzorky
A a B s ¢asovym rozestupem meéteni 3 mésicu. Vysledky frekvenénich testu urcily vzorek C jako
nejméné kapalny, tudiz je mozno ocekavat, ze bude nejméné ochotné¢ podléhat zménam vyvolanym
silovym ptisobenim na jednotlivé vzorky. Posledni ¢asti makroreologického sledovani stability vzorka
artificialnich synovialnich kapalin byly tokové testy. Tyto testy predstavuji zavislost viskozity vzorku
na smykové rychlosti. U vzorku A doslo k vyraznéj§imu poklesu viskozity nez u modifikovanych
vzorku B a C. Pfi niz§ich smykovych rychlostech vykazovaly vS§echny materialy pokles viskozity, coz
odpovida predpokladu pseudoplastického charakteru. Pii vysSich smykovych rychlostech byla viskozita
vsech vzorkl témér konstantni, coz znamena, ze vykazovaly chovani Newtonovskych kapalin. Tento
vysledek je zadouci, protoze v ramci pohybu pusobi synovialni kapalina i kloub jako provazana
soustava. Pfi niz§im namahani poskytuje ochranu kloubu proti poskozeni samotna synovie, ktera je
schopna v mikroskopickém méfitku kompenzovat namahani kloubu. Pfi vétSim namahani dochazi
k profiltrovani synovie skrz pory do chrupavky, ¢imz dojde k jejimu zpevnéni. Proto je zadouci, aby

synovie prii vySSich rychlostech vykazovaly chovani Newtonovské kapaliny.

V ramci vicethlového rozptylu svétla spojenc¢ho s frakcionaci tokem pole byl stanoven Rayleighuv
pomér popisujici agregacnich chovani vzorku a koncentracni dRI signal definujici distribuci hmoty ve
vzorcich. Vzorky byly pfed méfenim zfiltrovany (velikost pora Sum, z duvodu ochrany membrany
v pristroji). Nejniz§i intenzity v distribuci Rayleighova poméru byly uréeny pro vzorek A. Tento
vysledek poukazoval na moznost pritomnosti agregatu, které byly pred samotnym méfenim
odfiltrovany. Vzorek B a C vykazoval vyssi hodnoty v intenzitach Rayleighova poméru, proto je mozné
tvrdit, ze mnozstvi agregatti v téchto vzorcich bylo nizsi nez u vzorku A. Tato hypotéza byla potvrzena
pomoci koncentracniho dRI signalu, kde u vzorku A byly detekovany vyrazné niz§i hodnoty, coz
potvrdilo pfitomnost agregatu a rovnéz v Casovém horizontu doslo k vyznamngjsim zménam v distribuci
hmoty. Z hlediska polydisperzitniho indexu byla nejmensi zména uréena u vzorku C, proto je mozno
tvrdit, ze u néj byla stanovena nejnizsi tendence agregovat oproti vzorku A nebo B.

Dalsim z cilti bylo porovnani artificialnich vzorkt s realnou synovialni kapalinou. Pro tyto ucely byl
pouzit vzorek realné koriské synovie proméfeny v ramci predeslé bakalarské prace a voln¢ dostupny
viskosuplement Orhovisc®. Vzorky byly porovnavany mikroreologicky a termogravimetricky.

Mikroreologické méfeni komplexni viskozity urcilo vzorek C jako nejvice podobny realné korské
synovii. Stejny zaver potvrdila i izotermicka termogravimetrie. Pritbéh funkce odpovidajici derivaci
hmotnosti v ¢ase byl nejvice podobny mezi koriskou synovii a vzorkem C. Z méfeni je patrné, Ze
v realné synovii zptisob vazby jednotlivych funkénich komponent (voda, organicka a anorganicka cast)
odpovidal z pripravenych artificialnich kapalin nejvice vzorku C.

P1i porovnani artificialni synovie C a Orthoviscu® byl pozorovan rozdil jiz pfi vizualnim porovnani
a manipulaci se vzorkem. Orthovisc® svou tuhosti pfipominal pastu, zatimco synovie 1ze pfipodobnit
k velmi zfedénému medu. Proto byly i naméfené hodnoty viskoelastickych modulu a komplexni
viskozity vy$§i u Orthoviscu®. Velkou vyhodou synovii oproti Orthoviscu® je jejich komplexni
charakter. Orthovisc® obsahuje pouze hyaluronan, proto jsou artificialni synovialni kapaliny jako
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komplexni matrice vhodnéjsi pro aplikaci do kloubt nez pripravek Orthovisc®, ktery obsahuje pouze

jednu jejich funkéni komponentu.

Ze ziskanych dat je mozno fict, ze modifikace hyaluronanu méla pozitivni vliv na chovani celé
artificialni synovialni kapaliny. Nejlepsich vysledkt dosahoval vzorek C, ktery obsahoval modifikovany
hyaluronan a chondroitin sulfat. Vzorek B nedosahoval tak dobrych vysledki jako vzorek C, ale byl
lepsi nez vzorek A bez modifikace hyaluronanu. Viskosuplementy voln¢€ dostupné na trhu jako zde
pouzivany Orthovisc® nedokazou poskytnout komplexni funkéni nahradu a jejich pfinos je s artificialni
synovialni matrici nesrovnatelny. Vyhodou artificialni synovialni kapaliny je jeji komplexnost. Dokaze
viskoelasticky napodobit realnou synovialni kapalinu a jeji obohaceni chondroitin sulfatem ma krom
predpokladaného vlivu na regeneraci chondrocyti vyznam pro stabilitu a zlepSeni mechanickych

vlastnosti celé matrice.

57



8 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

ELISKOVA, Miloslava a Ondfej NANKA. Pichled anatomie. 2. Praha: Karolinum, 2006.
ISBN 80-246-1216-X

DUNGL, Pavel. Ortopedie. 2., pieprac. a dopl. vyd. Praha: Grada Publishing, 2014. ISBN
9788024793375

CIHAK, Radomir. Anatomie. Tieti, upravené a doplnéné vydani. Praha: Grada, 2016. ISBN
978-80-247-4788-0

JEROSCH, Jorg. Effects of Glucosamine and Chondroitin Sulfate on Cartilage Metabolism in
OA: Outlook on Other Nutrient Partners Especially Omega-3 Fatty Acids. International
Journal of Rheumatology. 2011, 2011(1), 1-17. ISSN 1687-9260. Dostupné z:
doi:10.1155/2011/969012

TAMER, Tamer Mahmoud. Hyaluronan and synovial joint: function, distribution and
healing. Interdisciplinary Toxicology. 2013, 6(3), 111-125. ISSN 1337-9569. Dostupné z:
doi:10.2478/intox-2013-0019

PREKASAN, D. a K.K. SAJU. Review of the Tribological Characteristics of Synovial
Fluid. Procedia Technology. 2016,25(5), 1170-1174. ISSN 22120173. Dostupné z:
doi:10.1016/j.protcy.2016.08.235

ANDRYSIAK, Tomasz, Piotr BELDOWSKI, Jacek SIODMIAK, Piotr WEBER a Damian
LEDZINSKI. Hyaluronan-Chondroitin Sulfate Anomalous Crosslinking Due to Temperature
Changes. Polymers. 2018, 10(5), 2-5. ISSN 2073-4360. Dostupné VA
doi:10.3390/polym 10050560

TEMPLE-WONG, Michele M., Shuwen REN, Phu QUACH, et al. Hyaluronan concentration
and size distribution in human knee synovial fluid: variations with age and cartilage
degeneration. . Arthritis Research & Therapy. 2016, 18(1), 7-8. ISSN 1478-6362. Dostupné z:
doi:10.1186/s13075-016-0922-4

KOSINSKA, Marta Krystyna, Gerhard LIEBISCH, Guenter LOCHNIT, et al. A Lipidomic
Study of Phospholipid Classes and Species in Human Synovial Fluid. ARTHRITIS &
RHEUMATISM. 2013, 65(9), 2323-2333. ISSN 00043591. Dostupné z: doi:10.1002/art.38053

GLYN-JONES, S, A J R PALMER, R AGRICOLA, A J PRICE, T L VINCENT, H
WEINANS a A J CARR. Osteoarthritis. The Lancet. 2015, 386(9991), 376-387. ISSN
01406736. Dostupné z: doi:10.1016/S0140-6736(14)60802-3

MOLL, J]M.H. a V. WRIGHT. Psoriatic arthritis. Seminars in Arthritis and Rheumatism.
1973, 3(1), 55-78. ISSN 00490172. Dostupné z: doi:10.1016/0049-0172(73)90035-8

GOLDENBERG, Don L. Septic arthritis. The Lancet. 1998, 351(9097), 197-202. ISSN
01406736. Dostupné z: doi:10.1016/S0140-6736(97)09522-6

58



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

BALAZS, Endke A., Donald WATSON, Ivan F. DUFF a Saul ROSEMAN. Hyaluronic acid
in synovial fluid. I. Molecular parameters of hyaluronic acid in normal and arthritic human
fluids. ARTHRITIS AND RHEUMATIS. 1967, 10(4), 357-376. ISSN 00043591. Dostupné z:
doi:10.1002/art.1780100407

DAHL, L B, I M DAHL, A ENGSTROM-LAURENT a K GRANATH. Concentration and
molecular weight of sodium hyaluronate in synovial fluid from patients with rheumatoid
arthritis and other arthropathies. Annals of the Rheumatic Diseases. 1985, 44(12), 817-822.
ISSN 0003-4967. Dostupné z: doi:10.1136/ard.44.12.817

LAMOUREUX, Frangois, Marc BAUD'HUIN, Laurence DUPLOMB, Dominique
HEYMANN a Francoise REDINIL. Proteoglycans: key partners in bone cell
biology. BioEssays.  2007,29(8),  758-771. ISSN  02659247.  Dostupné¢  z:
doi:10.1002/bies.20612

KUMARI, Asha. Mucopolysaccharidoses. Sweet Biochemistry. Elsevier, 2018, 2018, 5(2),
75-84. ISBN 9780128144534. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-814453-4.00015-7

MURRAY, Robert K. Harperova ilustrovana biochemie. 5. ¢eské vyd., 1. v nakl. Galén.
Praha: Galén, c2012. ISBN 978-80-7262-907-7.

ULDBJERG, N, A MALMSTROM, G EKMAN, J SHEEHAN, U ULMSTEN a L
WINGERUP. Isolation and characterization of dermatan sulphate proteoglycan from human
uterine cervix. Biochemical Journal. 1983, 209(2), 497-503. ISSN 0264-6021. Dostupné z:
doi:10.1042/6j2090497

TROWBRIDGE, J. M. a R. L. GALLO. Dermatan sulfate: new functions from an old
glycosaminoglycan. Glycobiology. 2002, 12(9), 117R-125R. ISSN 0959-6658. Dostupné z:
doi:10.1093/glycob/cwf066

DUESBERG, P. H. Cancer genes: rare recombinants instead of activated oncogenes (a
review). Proceedings of the National Academy of Sciences. 1987, 84(8), 2117-2124. ISSN
0027-8424. Dostupné z: doi:10.1073/pnas.84.8.2117

MIYAMOTO, Tsutomu, Keiko ISHII, Ryouichi ASAKA, Akihisa SUZUKI, Akiko
TAKATSU, Hiroyasu KASHIMA a Tanri SHIOZAW A. Immunohistochemical expression of
keratan sulfate: a possible diagnostic marker for carcinomas of the female genital
tract. Journal of Clinical Pathology. 2011, 64(12), 1058-1063. ISSN 0021-9746. Dostupné z:
doi:10.1136/jclinpath-2011-200231

POMIN, Vitor H. Keratan sulfate: An up-to-date review. International Journal of Biological
Macromolecules. 2015, 72(3), 282-289. ISSN 01418130. Dostupné z
doi:10.1016/j.ijbiomac.2014.08.029

HAYASHI, Masatoshi, Kenji KADOMATSU a Naoki ISHIGURO. Keratan sulfate

suppresses cartilage damage and ameliorates inflammation in an experimental mice arthritis

59



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

model. Biochemical and Biophysical Research Communications. 2010, 401(3), 463-468.
ISSN 0006291X. Dostupné z: doi:10.1016/j.bbrc.2010.09.082

GRIFFIN, Charles C., Robert J. LINHARDT, Cornelius L. VAN GORP, Toshihiko TOIDA,
Ronald E. HILEMAN, Robert L. SCHUBERT a Sharon E. BROWN. Isolation and
characterization of heparan sulfate from crude porcine intestinal mucosal peptidoglycan
heparin. Carbohydrate Research. 1995, 276(1), 183-197. ISSN 00086215. Dostupné z:
doi:10.1016/0008-6215(95)00166-Q

WEISS, Ryan J., Jeffrey D. ESKO a Yitzhak TOR. Targeting heparin and heparan sulfate
protein interactions. Organic & Biomolecular Chemistry. 2017, 15(27), 5656-5668. ISSN
1477-0520. Dostupné z: doi:10.1039/C70B01058C

HANDLEY, C, D LOWTHER a D MCQUILLAN. Mini-review: The structure and synthesis
of proteoglycans of articular cartilage. Cell Biology International Reports. 1985, 9(9), 753-
782. ISSN 03091651. Dostupné z:doi:10.1016/0309-1651(85)90095-5

VOLPI, Nicola, Juergen SCHILLER, Robert STERN a Ladislav SOLTES. Role, Metabolism,
Chemical Modifications and Applications of Hyaluronan. Current Medicinal Chemistry.
2009, 16(14), 1718-1745. ISSN 09298673. Dostupné z: doi:10.2174/092986709788186138

KOGAN, Grigorij, Ladislav SOLTES, Robert STERN, Jirgen SCHILLER a Raniero
MENDICHI. Hyaluronic Acid: Its Function and Degradation in in vivo Systems. Bioactive
Natural Products (Part N). Elsevier, 2008, 2008, 34(2), 789-882. Studies in Natural Products
Chemistry. ISBN 9780444531803. Dostupné z: doi:10.1016/S1572-5995(08)80035-X

DE OLIVEIRA, Juliana Davies, Lucas Silva CARVALHO, Ant6nio Milton Vieira GOMES,
Lucio Rezende QUEIROZ, Beatriz Simas MAGALHAES a Nadia Skorupa PARACHIN.
Genetic basis for hyper production of hyaluronic acid in natural and engineered
microorganisms. Microbial Cell Factories. 2016, 15(1), 1-19. ISSN 1475-2859. Dostupné z:
doi:10.1186/s12934-016-0517-4

DICKER, Kevin T., Lisa A. GURSKI, Swati PRADHAN-BHATT, Robert L. WITT, Mary C.
FARACH-CARSON a Xingiao JIA. Hyaluronan: A simple polysaccharide with diverse
biological functions. Acta Biomaterialia. 2014, 10(4), 1558-1570. ISSN 17427061. Dostupné
z: doi:10.1016/j.actbio.2013.12.019

MISRA, Suniti, Vincent C. HASCALL, Roger R. MARKWALD a Shibnath GHATAK.
Interactions between Hyaluronan and Its Receptors (CD44, RHAMM) Regulate the Activities
of Inflammation and Cancer. Frontiers in Immunology. 2015, 6(2), 1-31. ISSN 1664-3224.
Dostupné z: doi: 10.3389/fimmu.2015.00201

PREHM, P. Hyaluronate is synthesized at plasma membranes. Biochemical Journal.
1984, 220(2), 597-600. ISSN 0264-6021. Dostupné z: doi:10.1042/bj2200597

60



[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

LAURENT, Ulla B.G. aRolf K. REED. Turnover of hyaluronan in the tissues. Advanced Drug
Delivery Reviews. 1991, 7(2), 237-256. ISSN 0169409X. Dostupné z: doi:10.1016/0169-
409X(91)90004-V

PRIETO, J.G., M.M. PULIDO, J. ZAPICO, A.J. MOLINA, M. GIMENO, P. CORONEL a
Al ALVAREZ. Comparative study of hyaluronic derivatives: rheological behaviour,

mechanical and chemical degradation. International Journal of Biological Macromolecules.
2005, 35(1-2), 63-69. ISSN 01418130. Dostupné z: doi:10.1016/j.ijbiomac.2004.12.003

BELDA, Jos¢ L., Alberto ARTOLA, Maria D. GARCIA-MANZANARES, et al. Hyaluronic
acid combined with mannitol to improve protection against free-radical endothelial damage:
Experimental Model. Journal of Cataract and Refractive Surgery. 2005, 31(6), 1213-1218.
ISSN 0886-3350. Dostupné z: doi:10.1016/j.jers.2004.11.055

SENBANIJO, Linda T. a Meenakshi A. CHELLAIAH. CD44: A Multifunctional Cell Surface
Adhesion Receptor Is a Regulator of Progression and Metastasis of Cancer Cells. Frontiers in
Cell and Developmental Biology. 2017,5(2), 1-6. ISSN 2296-634X. Dostupné z:
doi:10.3389/fcell.2017.00018

STERN, Robert a Mark J. JEDRZEJAS. Hyaluronidases: Their Genomics, Structures, and
Mechanisms of Action. Chemical Reviews. 2006, 106(3), 818-839. ISSN 0009-2665.
Dostupné z: doi: 10.1021/cr050247k

BORDON, Karla C F, Gisele A. WIEZEL, Fernanda G. AMORIM a Eliane C. ARANTES.
Arthropod venom Hyaluronidases: biochemical properties and potential applications in
medicine and biotechnology. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical
Diseases. 2015, 21(1), 1-12. ISSN 1678-9199. Dostupné z: doi:10.1186/s40409-015-0042-7

FROST, Gregory 1. a Robert STERN. A Microtiter-Based Assay for Hyaluronidase Activity
Not Requiring Specialized Reagents. Analytical Biochemistry. 1997, 251(2), 263-269. ISSN
00032697. Dostupné z: doi:10.1006/abio.1997.2262

LI, Min, Louis ROSENFELD, Rolondo E. VILAR a Mary K. COWMAN. Degradation of
Hyaluronan by Peroxynitrite. Archives of Biochemistry and Biophysics. 1997, 341(2), 245-
250. ISSN 0003986 1. Dostupné z: doi:10.1006/abbi.1997.9970

RAMAMURTHI, Anand a Ivan VESELY. Ultraviolet light-induced modification of
crosslinked hyaluronan gels. Journal of Biomedical Materials Research. 2003, 66A(2), 317-
329. ISSN 0021-9304. Dostupné z: doi: 10.1002/jbm.a.10588

LIU, Yanchun, Xiao ZHENG SHU a Glenn D. PRESTWICH. Biocompatibility and stability
of disulfide-crosslinked hyaluronan films. Biomaterials. 2005, 26(23), 4737-4746. ISSN
01429612. Dostupné z: doi:10.1016/j.biomaterials.2005.01.003

CAMPOCCIA, D. Semisynthetic  resorbable  materials  from  hyaluronan
esterification. Biomaterials. 1998, 19(23), 2101-2127. ISSN 01429612. Dostupné z:
doi:10.1016/S0142-9612(98)00042-8

61



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

PRESTWICH, Glenn D, Dale M MARECAK, James F MARECEK, Koen P VERCRUYSSE
a Michael R ZIEBELL. Controlled chemical modification of hyaluronic acid: synthesis,
applications, and biodegradation of hydrazide derivatives. Journal of Controlled Release.
1998, 53(1-3), 93-103. ISSN 01683659. Dostupné z: doi:10.1016/S0168-3659(97)00242-3

LEE, Ho-Yong, Chang-Ha HWANG, Hyoun-Ee KIM a Seol-Ha JEONG. Enhancement of
bio-stability and mechanical properties of hyaluronic acid hydrogels by tannic acid
treatment. Carbohydrate Polymers. 2018, 186(2), 290-298. ISSN 01448617. Dostupné z:
doi:10.1016/j.carbpol.2018.01.056

KANTH, Ravi a Reddy NAGESHWAR. Role of matrix metalloproteinases in physiological
processes & disease. The Indian journal of medical research. 2014, 140(5), 585-587.

PAVAN, Mauro, Devis GALESSO, Cynthia SECCHIERI a Cristian GUARISE. Hyaluronic
acid alkyl derivative: A novel inhibitor of metalloproteases and hyaluronidases. International
Journal of Biological Macromolecules. 2016, 84(5), 221-226. ISSN 01418130. Dostupné z:
doi:10.1016/j.ijbiomac.2015.12.003

WEINBERGER, Vit and Igor CRHA. Hojeni peritonea, tvorba adhezi a moznosti jejich
prevence (Peritoneal healing, adhesions and their preventionPraP). Prakticka gynekologie.
Praha: Medica Publishing, 2005, vol. 2005, No 1, p. 9-12. ISSN 1211-6645.

Ortopedie. 12. 2018. ISSN 1802-1727.

TAKAHASHI, Tomoko, Mayumi IKEGAMI-KAWAI, Ryozou OKUDA a Kaori SUZUKI.
A fluorimetric Morgan—Elson assay method for hyaluronidase activity. Analytical
Biochemistry. 2003, 322(2), 257-263. ISSN 00032697. Dostupné Z:
doi:10.1016/j.ab.2003.08.005

NAWY, Susan Stair, Antonei B CSOKA, Kazuhiro MIO a Robert STERN. Hyaluronidase
Activity and Hyaluronidase Inhibitors: Assay Using a Microtiter-Based System. Proteoglycan
Protocols. New Jersey: Humana Press, 2001, 8(2), 383-389. ISBN 1-59259-209-0. Dostupné
z: do0i:10.1385/1-59259-209-0:383

MAYER, G. Hyaluronidase in Ocular Tissues: 1. Sensitive Biological Assay for Small
Concentrations of Hyaluronidase. British Journal of Ophthalmology. 1955, 39(12), 747-750.
ISSN 0007-1161. Dostupné z: doi:10.1136/bjo.39.12.747

KASS, E. H. a C. V. SEASTONE. THE ROLE OF THE MUCOID POLYSACCHARIDE
(HYALURONIC ACID) IN THE VIRULENCE OF GROUP A HEMOLYTIC
STREPTOCOCCIL. Journal of Experimental Medicine. 1944, 79(3), 319-330. ISSN 1540-
9538. Dostupné z: doi:10.1084/jem.79.3.319

OXLUND, Hans, Jan MANSCHOT a A. VIIDIK. The role of elastin in the mechanical
properties of skin. Journal of Biomechanics. 1988, 21(3), 213-218. ISSN 00219290. Dostupné
z: doi:10.1016/0021-9290(88)90172-8

62



[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

SUDHA, Prasad N. a Maximas H. ROSE. Beneficial Effects of Hyaluronic Acid. Marine
Carbohydrates: Fundamentals and Applications, Part A. Elsevier, 2014, 2014, 72(2), 137-
176. Advances in Food and Nutrition Research. ISBN 9780128002698. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-12-800269-8.00009-9

HOFFMANN, Andrea, Jessica Lynn HOING, Mackenzie NEWMAN a Richard SIMMAN.
Role of Hyaluronic Acid Treatment in the Prevention of Keloid Scarring. Journal of the
American College of Clinical Wound Specialists. 2012, 4(2), 23-31. ISSN 22135103.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jecw.2013.06.001

TAN, KT, DA MCGROUTHER, AJ DAY, CM MILNER a A BAYAT. Characterization of
hyaluronan and TSG-6 in skin scarring: differential distribution in keloid scars, normal scars
and unscarred skin. Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology.
2011, 25(3), 317-327. ISSN 0926-9959. Dostupné z: doi:10.1111/.1468-3083.2010.03792.x

VAZQUEZ, J.R., Brian SHORT, Andrew H. FINDLOW, Brent P. NIXON, Andrew J.M.
BOULTON a David G. ARMSTRONG. Outcomes of hyaluronan therapy in diabetic foot
wounds. Diabetes Research and Clinical Practice. 2003, 59(2), 123-127. ISSN 01688227.
Dostupné z: doi:10.1016/S0168-8227(02)00197-3

JIANG, Dianhua, Jiurong LIANG a Paul W. NOBLE. Hyaluronan as an Immune Regulator in
Human Diseases. Physiological Reviews. 2011, 91(1), 221-264. ISSN 0031-9333. Dostupné
z: doi:10.1152/physrev.00052.2009

KIM, Jin, Myeong MOON, Dong KIM, Suk HEO a Yong JEONG. Hyaluronic Acid-Based
Nanomaterials for Cancer Therapy. Polymers.2018, 10(10), 1-15. ISSN 2073-4360. Dostupné
z: do0i:10.3390/polym10101133

LEE, So Yun, Moon Sung KANG, Woo Yeup JEONG, Dong-Wook HAN a Ki Su KIM.
Hyaluronic Acid-Based Theranostic Nanomedicines for Targeted Cancer Therapy. Cancers.
2020, 12(4), 1-17. ISSN 2072-6694. Dostupné z: doi:10.3390/cancers12040940

OLIVEIRA, Marcello Zaia, Mauro Batista ALBANO, Mario Massatomo NAMBA, Luiz
Antoénio Munhoz da CUNHA, Renan Rodrigues de Lima GONCALVES, Edvaldo Silva
TRINDADE, Lucas Ferrari ANDRADE a Leandro VIDIGAL. Efeito dos acidos hialuronicos

como condroprotetores em modelo experimental de osteoartrose. Revista Brasileira de
Ortopedia. 2014, 49(1), 62-68. ISSN 01023616. Dostupné z: doi:10.1016/j.rbo.2013.04.006

BAUER, Christoph, Eugenia NICULESCU-MORZSA, Vivek JEYAKUMAR, Daniela
KERN, Stephan S. SPATH a Stefan NEHRER. Chondroprotective effect of high-molecular-
weight hyaluronic acid on osteoarthritic chondrocytes in a co-cultivation inflammation model
with M1 macrophages. Journal of Inflammation. 2016, 13(1), 1-9. ISSN 1476-9255. Dostupné
z: d0i:10.1186/s12950-016-0139-y

BOWMAN, Steven, Mohamed E. AWAD, Mark W. HAMRICK, Monte HUNTER a
Sadanand FULZELE. Recent advances in hyaluronic acid based therapy for

63



[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

osteoarthritis. Clinical and Translational Medicine. 2018, 7(1), 1-11. ISSN 2001-1326.
Dostupné z: doi:10.1186/s40169-017-0180-3

CHRISTOFFERSSON, Jonas, Christopher ARONSSON, Michael JURY, Robert
SELEGARD, Daniel AILI a Carl-Fredrik MANDENIUS. Fabrication of modular hyaluronan-
PEG hydrogels to support 3D cultures of hepatocytes in a perfused liver-on-a-chip
device. Biofabrication. 2019, 11(1), 1-19. ISSN 1758-5090. Dostupn¢ z: doi:10.1088/1758-
5090/aaf657

SCHANTE, Carole E. Guy ZUBER, Corinne HERLIN a Thierry F. VANDAMME.
Improvement of hyaluronic acid enzymatic stability by the grafting of amino-
acids. Carbohydrate Polymers. 2012, 87(3), 2211-2216. ISSN 01448617. Dostupné z:
doi:10.1016/j.carbpol.2011.10.050

SCHANTE, Carole, Guy ZUBER, Corinne HERLIN a Thierry F. VANDAMME. Synthesis
of N-alanyl-hyaluronamide with high degree of substitution for enhanced resistance to
hyaluronidase-mediated digestion. Carbohydrate Polymers. 2011, 86(2), 747-752. ISSN
01448617. Dostupné z: doi:10.1016/j.carbpol.2011.05.017

HOMER, K.A., L. DENBOW a D. BEIGHTON. Spectrophotometric Method for the Assay
of Glycosaminoglycans and Glycosaminoglycan-Depolymerizing Enzymes. Analytical
Biochemistry. 1993, 214(2), 435-441. ISSN 00032697. Dostupné Z
doi:10.1006/abio.1993.1520

HOMER, K A, L. DENBOW, R A WHILEY a D BEIGHTON. Chondroitin sulfate
depolymerase and hyaluronidase activities of viridans streptococci determined by a sensitive
spectrophotometric assay. Journal of Clinical Microbiology. 1993, 31(6), 1648-1651. ISSN
0095-1137. Dostupné z: doi:10.1128/JCM.31.6.1648-1651.1993

RIVERA STARR, Clarise a N. Cary ENGLEBERG. Role of Hyaluronidase in Subcutaneous
Spread and Growth of Group A Streptococcus. Infection and Immunity. 2006, 74(1), 40-48.
ISSN 0019-9567. Dostupné z: doi:10.1128/1A1.74.1.40-48.2006

ANDRYSIAK, Tomasz, Piotr BELDOWSKI, Jacck SIODMIAK, Piotr WEBER a Damian
LEDZINSKI. Hyaluronan-Chondroitin Sulfate Anomalous Crosslinking Due to Temperature
Changes. Polymers. 2018, 10(5), 1-11. ISSN 2073-4360. Dostupné VA
doi:10.3390/polym 10050560

RAOUDI DAVID, Maha, Brigitte DESCHREVEL, Sylvain LECLERCQ, Philippe GALERA,
Karim BOUMEDIENE a Jean-Pierre PUJOL. Chondroitin sulfate increases hyaluronan
production by human synoviocytes through differential regulation of hyaluronan synthases:
Role of p38 and Akt. ARTHRITIS & RHEUMATISM. 2009, 60(3), 760-770. ISSN 00043591.
Dostupné z: doi:10.1002/art.24302

TANAKA, Yoshiya. Rheumatoid arthritis. Inflammation and Regeneration. 2020, 40(1), 1-8.
ISSN 1880-8190. Dostupné z: doi:10.1186/s41232-020-00133-8

64



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

TAT, STEEVE KWAN, JEAN-PIERRE PELLETIER, FRANCOIS MINEAU, NICOLAS
DUVAL a JOHANNE MARTEL-PELLETIER. Variable Effects of 3 Different Chondroitin
Sulfate Compounds on Human Osteoarthritic Cartilage/Chondrocytes: Relevance of Purity
and Production Process. The Journal of Rheumatology. 2010, 37(3), 656-664. ISSN 0315-
162X. Dostupné z: doi:10.3899/jrheum.090696

RIVERA, Fabrizio, Luca BERTIGNONE, Giancarlo GRANDI, et al. Effectiveness of intra-
articular injections of sodium hyaluronate-chondroitin sulfate in knee osteoarthritis: a
multicenter prospective study. Journal of Orthopaedics and Traumatology. 2016, 17(1), 27-
33. ISSN 1590-9921. Dostupné z: doi:10.1007/s10195-015-0388-1

HENROTIN, Yves, Mariane MATHY, Christelle SANCHEZ a Cecile LAMBERT.
Chondroitin sulfate in the treatment of osteoarthritis: from in vitro studies to clinical
recommendations. Therapeutic Advances in Musculoskeletal Disease. 2010, 2(6), 335-348.
ISSN 1759-720X. Dostupné z: doi:10.1177/1759720X10383076

HUI, James H., Shzu-Wei CHAN, Jun LI, James C. H. GOH, Li LI, X. F. REN a Eng Hin
LEE. Intra-articular delivery of chondroitin sulfate for the treatment of joint defects in rabbit
model. Journal of Molecular Histology. 2007, 38(5), 483-489. ISSN 1567-2379. Dostupné z:
doi:10.1007/s10735-007-9120-7

BARNHILL, Jamie G., Carol L. FYE, David W. WILLIAMS, Domenic J. REDA, Daniel O.
CLEGG a Crystal L. HARRIS. Chondroitin Product Selection for the
Glucosamine/Chondroitin Arthritis Intervention Trial. Journal of the American Pharmacists
Association. 2006, 46(1), 14-24. ISSN 15443191. Dostupné Z
doi:10.1331/154434506775268616

ROZENFELD, Vitalina, Judy L. CRAIN a A. KEVIN CALLAHAN. Possible augmentation
of warfarin effect by glucosamine-chondroitin. American Journal of Health-System
Pharmacy. 2004, 61(3), 306-307. ISSN 1079-2082. Dostupné z: doi:10.1093/ajhp/61.3.306

BROWER A., Mark, A. Patel, BHUMIT, Adrian GOSPODAREK a Michael LARKIN. Multi-
angle light scattering as a process analytical technology measuring real-time molecular weight
for downstream process control. MAbs. Taylor & Francis, 2018, 6(6), 945-950. Dostupné z:
doi:10.1080/19420862.2018.1505178

Coupling Multi-Angle Light Scattering to Reverse-Phase UltraHigh-Pressure
Chromatography (RP-UPLC-MALS) for the characterization monoclonal
antibodies. SCIENTIFIC REPOST. 2019, 9(2), 1-8. Dostupné z: doi:10.1038/s41598-019-
51233-6

ZHANG, Haiying a David LYDEN. Asymmetric-flow field-flow fractionation technology for
exomere and small extracellular vesicle separation and characterization. Nature Protocols.
2019, 14(4), 1027-1053. ISSN 1754-2189. Dostupné z: doi:10.1038/s41596-019-0126-x

HOLUBOVA, Renata. Ziklady reologie a reometrie kapalin. 2. Olomouc: Univerzita

Palackého v Olomouci, 2014. ISBN 978-80-244-4178-8.
65



[84]
[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

Applied Rheology. 6. Austria: Anton Paar, 2019. ISBN 9783950401608
DE VICENTE, Juan. Rheology. 2. Croatioa: IntechOpen, 2012. ISBN 978-9535101871.

MEEHAN, Richard, Chris WILSON, Eric HOFFMAN, Lynne ALTIMIER, Maryanne
KAESSNER a Elizabeth A. REGAN. Ultrasound measurement of knee synovial fluid during
external pneumatic compression. Journal of Orthopaedic Research. 2019, 37(3), 601-608.
ISSN 0736-0266. Dostupné z: doi:10.1002/jor.24216

THURSTON, G. B. a H. GREILING. Viscoelastic properties of pathological synovial fluids
for a wide range of oscillatory shear rates and frequencies. Rheologica Acta. 1978, 17(4), 433-
445. ISSN 0035-4511. Dostupné z: doi:10.1007/BF01525959

JUNBO, Wang, Liu SUIA, Chen HONGYING, Liu LEI a Wang PU. Effect of low-magnitude
different-frequency whole-body vibration on subchondral trabecular bone microarchitecture,
cartilage degradation, bone/cartilage turnover, and joint pain in rabbits with knee
osteoarthritis. BMC Musculoskeletal Disorders. 2017,18(1), 1-11. ISSN 1471-2474.
Dostupné z: doi:10.1186/s12891-017-1579-0

CHEN, Yin-Quan, Pei-lun CHOU, Chen-Yu CHENG, Chia-Chun CHIANG, Ming-Tzo WEI,
Chin-Ting CHUANG, Yi-Lin Sophia CHEN a Arthur CHIOU. Microrheology of human
synovial fluid of arthritis patients studied by diffusing wave spectroscopy. Journal of
Biophotonics. 2012, 5(10), 777-784. ISSN 1864063X. Dostupné z
doi:10.1002/jbi0.201100128

HOMER, K. A., M. C. GROOTVELD, J. HAWKES, D. P. NAUGHTON a D. BEIGHTON.
Degradation of hyaluronate by Streptococcus intermedius strain UNS 35. Journal of Medical
Microbiology. 1994, 41(6), 414-422. ISSN 0022-2615. Dostupné z: doi:10.1099/00222615-
41-6-414

HOMER,K. A., KAREN, LAWRENCE DENBOW, ROBERT A. WHILEY a DAVID
BEIGHTON. Chondroitin Sulfate Depolymerase and Hyaluronidase Activities of Viridans
Streptococci Determined by a Sensitive Spectrophotometric Assay. Journal of Clinical
Microbiology. 1993, 31(6), 1648-1651

PODZIMEK, Stepan. Light scattering, size exclusion chromatography, and asymmetric flow
field flow fractionation: powerful tools for the characterization of polymers, proteins and
nanoparticles. Hoboken, N.J.: Wiley, c2011. ISBN 978-047-0386-170

HROCHOVA, Eliska. Piiprava a charakterizace mechanickych vlastnosti artificialnich
synovialnich kapalin. Brno, 2019. Bakalarska prace. Vysoké uceni technické v Bmé, Fakulta

chemicka, Ustav fyzikalni a spotiebni chemie. Vedouci prace Michal Kalina

66



