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ABSTRAKT

Amfifilny charakter biopolyméru hyalurébnanu napomaha interakcidam medzi jeho
hydrofobnymi ¢ast'ami retazca a hydrofobnymi ligandmi, ¢o ho radi medzi zla¢eniny vhodné
ako nosice pre dopravu lieciv. Ciel'om tejto diplomovej prace bolo preto pripravit pomocou
programovo riadeného susenia mrazom systém na baze nativneho hyalurénanu, Ktory by bol
schopny transportovat’ hydrofobne lie¢iva. Pre simulaciu hydrofébnych interakcii medzi
lieCivom a hyaluréonanom boli ako modelové zlu¢eniny pouzité fluorescenéné sondy perylén,
pyrén, prodan a 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién. Ucinnost’ suSenia mrazom bola $tudovana
pomocou infracervenej spektrometrie a skenovacieho elektronového mikroskopu. ATR-FTIR
spektrometria potvrdila pre modelové zluc¢eniny (okrem pyrénu) hydrofébne interakcie medzi
molekulami sondy a hyalurénanu na zaklade pritomnosti absorpéného pasu valenénej vibracie
C=C vizby v aromatickych kruhoch sond. Z IC spektier nebolo mozné s uréitostou potvrdit
pritomnost’ zvyskového terc-butylalkoholu vo vzorkach. SEM fotografie odhalili, ze
zvySovanie tlaku v procese susenia v druhej sérii vzoriek malo pozitivny vplyv na kvalitu
lyofilizovanej vzorky. Interakcie jednotlivych fluorescenénych sond s hyalurénanom boli
Studované pomocou ustalenej a ¢asovo rozliSenej fluorescencnej spektrometrie. Tymito
metodami  boli ziskané pozitivne vysledky, ktoré sved¢ia 0 pritomnosti interakcie
fluorescenénych sond s hydrofobnymi oblastami retazcov hyaluronanu. Vysledky tejto prace
mozu prispiet’ k vyvoju nosicovych systémov V oblasti cielenej distriblcie lie€iv.

ABSTARCT

The amphiphilic nature of the hyaluronan biopolymer facilitates interactions between its
hydrophobic portions of the chain and the hydrophobic ligands, making it one of the promising
compounds that can be used as a suitable carrier for drug delivery. Therefore, the aim of this
diploma work was by means of a program-controlled freeze-drying to prepare a system based
on native hyaluronan, which would be capable of transporting hydrophobic drugs. Perylene,
pyrene, prodan and 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene fluorescence probes were used as model
compounds to simulate hydrophobic drug-hyaluronan interactions. Freeze-drying efficiency
was studied using infrared spectrometry and scanning electron microscopy. ATR-FTIR
spectrometry confirmed for all probes but pyrene the hydrophobic interactions between
the hyaluronan and probe molecules based on the presence of the C=C bond valence vibration
absorption band in the aromatic probe rings. From the IR spectra, it was not possible to confirm
with certainty the presence of residual tert-butyl alcohol in the samples. SEM photographs
revealed that increasing the pressure during drying process had a positive effect on the quality
of the lyophilized sample in the second series of samples. Interactions of individual fluorescent
probes with hyaluronan were studied using steady-state and time-resolved fluorescence
spectrometry. Positive results have been obtained, indicating the presence of fluorescent probes
interacting with the hydrophobic regions of the hyaluronan chains. The results of this work can
contribute to the development of carrier systems in the field of targeted drug distribution.
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1 UvoD

V roku 1934 bola nemeckym biochemikom Karlom Meyerom a jeho kolegom Johnom
Palmerom objavena nova chemicka latka, hyaluronan, ktora bola a stale je v mnohych smeroch
predmetom dokladného sktimania a moznej aplikacie v medicine a vo farmacii. Prekvapovala
svojimi fyzikdlnymi achemickymi vlastnostami, rozsiahlym vyskytom a neuveritelnym
vyznamom v I'udskom tele. Meyer aPalmer opisali postup izolacie nového
glykozaminoglykanu zo sklovca o¢i hoviddzieho dobytka. Extrahovali hyaluréonan z o¢ného
sklovca tura za pomoci vody a acetonu. Zistili, Ze tato neznama latka obsahuje kyselinu uréonova
a aminocukor. Pri rozhodovani, ako pomenuju tito novo objavenu zliceninu, jednoducho
spojili nazvy hyaloid (kanal sklovca) a kyselinu urénova a vznikol svetovo znamy pojem,
kyselina hyalurénova, alebo hyalurénan, ¢o odraza skuto¢nost, ze tato latka existuje v in vivo
ako polyanioén anie vo forme protonovej kyseliny. Tato udalost’ znamenala objav jedného
Z najuniverzalnejsich a najfascinujucejsich polysacharidov v prirode [1]-[4].

O izolaciu hyalurénanu z réznych zdrojov sa snazili aj d’alsi vedci. ESte v tom istom roku
(1934) sa podarilo izolovat’ hyaluréonan z pupo¢nej Snliry novorodencov pomocou extrakcie
vodou a chloroformom. V roku 1936 ho izolovali z o¢ného sklovca o$ipanych a z hovidzej
krvi. Vedec Kendall v roku 1937 uskuto¢nil prva extrakciu hyaluréonanu z hemolytickych
streptokokov skupiny A a B. AZ v roku 1949 sa podarilo vedcovi Boasovi izolovat’ hyalurénan
z kohutich hrebienkov, ktor¢ patria medzi najvicsie zivociSne zdroje hyalurénanu. Do dne$ne;j
doby boli popisané rozne metddy izoldcie hyalurénanu vyuzivajice rozne druhy extrakcie,
enzymatickej hydrolyzy, frakcii, a pod. [2], [4], [5].

Trvalo skoro d’alSich 20 rokov, kym Meyerovo laboratérium kone¢ne dokon¢ilo pracu, ktora
urcila a popisala presni chemickl Struktiru zékladnych opakujtcich sa disacharidovych
jednotiek, ktoré tvoria hyaluronan. Dokazali, ze kyselina uréonova a aminocukor v disacharide
st kyselina D-glukuronova a N-acetyl-D-glukozamin, ktoré su navzajom pospajané B-1,3
glykozidovymi vidzbami a tieto disacharidové jednotky st navzajom spojené striedajicimi sa
B-1,4 glykozidovymi vazbami [2], [6], [7].

V sucasnosti je kyselina hyalurénova dobre zndma a dostupna latka. Nachadza sa napriklad
vo forme sodnej soli, v niektorych nosnych sprejoch ako zvlhéujica latka a v intraartikularnych
injekciach na artrozu, kde ako lie¢iva latka, zlepSuje vlastnosti kibovej tekutiny, aktivuje
obnovu kibovej chrupavky a mé protizapalové a analgetické u¢inky. V kozmetickom priemysle
sa kyselina hyalurénova pouziva ako hydrata¢na latka na vyhladenie vrasok [8].

Hyalurénan sa Siroko pouziva aj v aplikovanej biochémii a enzymologii ako substrat na
kvantitativne stanovenie enzymu hyaluronidazy [9].

Z biologického hl'adiska tvori hyalurénan jednu z hlavnych zloZiek medzibunkovej hmoty
stavovcov. Je sucastou extracelularneho matrixu v spojivovych, epitelovych, nervovych
a Vv dalsich tkanivach. Vo velkom mnozZstve sa nachiddza aj v ocnom sklovci, synovidlnej
tekutine, pupoc¢nej $ntire a V kozi. Produkuju ho tiez niektoré druhy baktérii, virusov a hub [4].

Okrem mechanickych funkcii plni tato latka vyznamné funkcie v mnohych biologickych
procesoch a jej hladina je vyznamne zvySena pocas embryogenézy, migracie buniek, hojenia
ran, malignej transformacie a vymeny tkaniv [1], [3], [10].

Na druhej strane sa mdze zicastiiovat’ aj na patologickych procesoch, napr. pri proliferacii
nadorovych buniek. Tato oblast vyskumu rakoviny skumajica ulohu hyalurénanu je



momentalne predmetom mnohych stadii. Bolo dokézané, Ze rakovinové tkanivéa st bohaté na
receptory CD44 a RHAMM, ktoré st Specifické pre hyaluronan. Nasledkom vzajomne;j
interakcie dochadza k ,,obaleniu‘ nadorového tkaniva tymto biopolymérom, ¢im sa nador stava
pre imunitny systém ,,neviditelny* — imunitny systém, v takom pripade, nedokaze rozpoznat’
cudzorodé tkanivo a nepovazuje nador za hrozbu, proti ktorej sa treba branit’ [11]-[14].

Cytostatika su lieky proti nddorovym ochoreniam, ktoré maji ni¢it nadorové tkanivo
V organizme, alebo zastavit’ jeho rast. Problémom cytostatik je, Ze posobia nielen na nddorové
bunky, ale aj ked’ s menSou afinitou, aj na zdravé bunky. Kvoli tomuto problému sa vyskum
V sucCasnosti zaoberd stratégiami lieCby rakoviny pomocou cielenej distribucie lieciv
prostrednictvom vhodnych nosi¢ovych systémov a prave hyalurénan sa ukazuje ako vhodny
nosi¢ cytotoxickych latok. Pri vyuZiti nosica st liec¢ivé latky dopravené k miestu pdsobenia
(vtomto pripade k nadoru) bez toho, aby cestou zasiahli zdravé bunky, ¢o minimalizuje
vedlajSie ucinky. Nadorové bunky interagujii s hyalurénanom z okolitého bunkového
prostredia, ¢im sa uvolnuja lie¢ivé latky, ktoré nasledne indukuju smrt’ bunky [15]-[19].

Vicsina lieiv mé hydrofobny charakter. Hyaluronan je naopak silno hydrofilny biopolymér.
Aby bolo mozné naviazat’' lie¢ivé latky na hyaluronan, je potrebné bud’ vytvorit’ konjugat
hyalurénan-lie¢ivo, alebo hydrofobizovat’ hyalurénan pomocnou zlozkou, ako napriklad
nanocasticami, lipozémami, hydrogélmi a pod. Hydrofébne modifikovany hyalurénan potom
mdze vytvarat polymérne micely vo vodnom prostredi, ktoré st schopné solubilizovat
hydrofobne latky. Oba pristupy st zalozené na chemickych reakcidch hyalurénanu
v organickom rozpustadle [20]-[23].

Tento poznatok bol inSpiraciou pre zadanie tejto diplomovej prace. Hyaluronan ma vd’aka
svojim fyzikdlnym a chemickym vlastnostiam vyznamny potencial prispiet k vyvoju
hyalurénovych cielovych nosi¢ovych systémov bez nutnosti ich chemickych modifikacii, ¢i
pridavku pomocnych latok, ¢o znizuje pravdepodobnost’ neziaducich U¢inkov onkologickej
liecby.

Doposial’ su vyuzivané k cielovej distribucii lie¢ivych latok viaceré typy nosi¢ovych
systémov, ako st napriklad lipozémy, lipidové nanocastice, konjugaty, polymérne micely alebo
hydrogély. Tato praca mala za ciel’ overit’, ¢i hyaluronan, ako hydrofilna latka, dokaze vytvorit’
hydrofobne interakcie s hydrofobnymi ligandmi a stat’ sa tak vhodnym nosi¢ovym systémom
na ich distribuciu. Fyzikdlno-chemické vlastnosti tychto systémov st skimané pomocou metod
fluorescencnej spektroskopie, infraervenej spektroskopie a elektronovej mikroskopie. V nasej
praci sme pre modelovanie hydrofobnych interakcii farmakologicky lieivych latok
S hyaluronanom pouzili fluorescenéné sondy perylén, pyrén, 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién
(DPH) a N,N-dimetyl-6-propionyl-2-naftylamin (prodan), ktoré su, vd’aka svojej Struktire,
schopné vramci tohto systému uprednostnovat’ vznik hydrofobnych interakcii medzi
vybranymi hydrofébnymi zla¢eninami a celkovo hydrofilnym biopolymérom hyalurénanu.

Sir§im cielom tejto prace je prispiet k vyvoju biokompatibilnych a biologicky
odburatel'nych nosi¢ovych systémov pre hydrofoébne lieky s cielenou distribuciou aktivnej latky
na baze nativneho, chemicky nemodifikovaného hyalurénanu v medicine.



2 TEORETICKA CAST

2.1  Chemické, fyzikalne a biologické vlastnosti hyalurénanu
V zivych organizmoch (okrem rastlin) sa kyselina hyalurénova vyskytuje prevazne vo forme
sodnej alebo draselnej soli a prave preto sa CastejSie pouziva nazov hyaluronan [24].

Hyalurénan (HYA) [sumarny vzorec (C14H2:1NO11)n] je biopolymér patriaci medzi latky,
ktoré sa prirodzene vyskytuji u réznych druhov organizmov, od mikroorganizmov az po
stavovce [10], [25], [26].

Hyaluréonan je vysokomolekuldrny linearny biopolysacharid patriaci do skupiny
glykozaminoglykéanov, tvoreny opakujicimi sa disacharidovymi jednotkami D-glukurénovou
kyselinou a N-acetyl-D-glukozaminom (Obr. 1). Tieto disacharidové jednotky s navzajom
striedavo pospajané B-1,3 a B-1,4 glykozidovymi vdazbami [25].

D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukozamin

Obr. 1: Chemicka Struktira hyalurénanu sodného, D-glukurdonovej kyseliny a N-acetyl-D-
glukozaminu [27]

Hyaluronan je latka rozpustna vo vode, ale nie je rozpustna v organickych rozpustadlach.
Rozpustnost’ hyalurénanu vo vode pri 25 °C je 5 mg-mlt. Monoizotopickd molekulova
hmotnost’ hyalurénanu je 776,2 Da a jeho hustota sa pohybuje okolo 1,8 + 0,1 g-cm™. Jeho
teplota varu za atmosférického tlaku sa rovna 1 274,4 + 65,0 °C a jeho teplota vzplanutia je
724,5 + 34,3 °C. Index lomu hyalurénanu sa rovna 1,666 [27], [28].

Enzymy hyalurénan syntdzy syntetizuju vel'ké a dlhé linedrne polyméry opakujicej sa
disacharidovej §truktiry hyalurénanu striedavym pridavanim kyseliny glukuronovej a N-
acetyl-D-glukozaminu do rastuceho retazca pomocou svojich aktivovanych nukleotidovych
sacharidov (UDP-GICUA — uridindifosfat-glukuronova kyselina a UDP-GIcNAc -
uridindifosfat-N-acetyl-glukozamin) ako substratov. Pocet opakujucich sa disacharidov (n) vo
finalnej molekule hyaluréonanu méze dosiahnut’ 10 000 a viac monomérov [2], [10], [25], [29].

Biologické ucCinky hyaluronanu zéavisia vo velkej miere od molekulovej hmotnosti
hyalurénanu. Roézne formy vykazuji rozne biologické aktivity, od protizapalovych,
imunogénnych a antioxida¢nych uc¢inkov, az po regulécie procesov v bunkach po ich interakcii
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S bunkovymi receptormi. Hyaluronan ma aj hygroskopické vlastnosti a funguje ako vyborny
humektant a lubrikant [2], [10], [25], [26], [29].

Molekulova hmotnost’ hyaluronanu sa moéze lisit' a je zavisla na pocte opakujucich sa
monomérov a na druhu organizmu. VSeobecne sa jeho molekulova hmotnost” pohybuje od
menej ako 1 MDa az po viac ako 5 MDa. Napriklad, natiahnuty retazec hyalurénanu
s molekulovou hmotnostou 6 MDa m4 pribliznt dizku 15 um a priemer okolo 0,5 nm [2], [10],
[25], [29].

Je tym padom zreymé, Ze Strukturalne, fyzikalne, chemické a odburatelné vlastnosti
hyalurénanu zavisia tiez aj od jeho molekulovej hmotnosti. Napriklad, zvySenie molekulove;j
hmotnosti a koncentracie hyalurénanu v polymérnych roztokoch vedie k posilneniu tvorby
3D ssiete polyméru. V dosledku toho vedie k zvySeniu viskozity a elasticity roztoku
hyalurénanu. V niektorych pripadoch, napriklad v procese elektrostatického zvlaknovania,
koncentracia a viskozita hyalurénanu st kl'i¢ovymi parametrami zabezpecujicimi ziskanie
nanovlakien hyalurénanu [29].

Hyalurénan ma unikéatne reologické, viskoelastické vlastnosti. Roztoky soli kyseliny
hyaluronovej maji velku viskozitu aj pri nizkych koncentrdciach polyméru.
Vysokomolekularny hyalurénan vytvara vel'mi viskozne gély. Viskozita roztoku hyalurénanu
je dolezitd vlastnost a zachovdva si svoju relevantnost avyznam vo fyziologickych
a biochemickych procesoch, ako aj pri vyvoji terapeutickych, lekarskych, bioinzinierskych,
kozmetickych a potravinarskych aplikacii hyaluronanu. Reologické vlastnosti roztoku
hyalurénanu zavisia od Struktiry biopolyméru a jeho polyelektrolytového charakteru. Roztoky
hyalurénanu patria medzi tzv. nenewtonovské kvapaliny s nelinearnym viskoeleastickym
spravanim [29], [32].

Hyaluronan je silno hygroskopickd a hydrofilnd latka obsahujica vela hydroxylovych
skupin, ktora je schopna viazat’ vel’ké mnoZstvo molekul vody. Vo fyziologickych roztokoch
sa chova ako polyanion a vytvara rozSireni 3D Struktiru ndhodnych zavitov. Vlastnosti
prostredia, kde sa hyaluréonan nachadza, majui dopad na samotné chovanie a velkost
hyalurénanu. V kyslom prostredi sa retazce hyalurénanu s vysSou idnovou silou viacej
zmr$tuju ako v alkalickom prostredi, kde st retazce roztiahnutejSie a flexibilnejSie kvoli
postupnej destabilizacii vodikovych mostikov. Pri poklese pH prostredia pod hodnotu 4, alebo
v silne alkalickom prostredi s pH viac ako 11, dochddza k hydrolytickej depolymerizacii
hyalurénanu. Soli kyseliny hyalurénovej st vel'mi dobre rozpustné vo vodnych roztokoch [29].

Vo fyziologickom roztoku je kostra molekuly hyaluronanu stabilizovand vnutornymi
vodikovymi vdzbami a vd’aka slabym interakciam je hydratovana molekulami rozpustadla.
Existencia polarnych a nepolarnych casti v polymérnej Struktare poskytuje hyaluréonanu
schopnost’ chemicky interagovat’ s réznymi chemickymi latkami. Polarne hydrofilné ¢asti na
retazci vznikaji zo stérickych dévodov apomocou [ konfiguracii glykozidovej vézby,
prechodom objemovych skupin do ekvatoridlnej polohy. Malé atdbmy vodika v axialnej polohe
vytvaraju nepolarnu hydrofobnu cCast, zatial o atomy v ekvatorialnej polohe vytvaraja
polarnejsiu Cast’ a celkovo je tato Struktira s minimom vol'nej energie, t.j. stabilna (Obr. 2).
Pretoze hyaluronan obsahuje hydrofilné aj hydrofobne Casti, ma amfifilny charakter [2].
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Obr. 2: Poldarne (modré) a nepoldarne (rizové) casti na molekule hyalurénanu [2]

Hydrofobne cCasti hyaluronanu sa vo vodnom prostredi zhlukuju, aby ¢o najviac zmensili
kontakt s polarnym rozpustadlom. Nasledkom hydrofébnych interakcii, hyalurénan tvori
doménové struktary, do ktorych mozu prenikat’ molekuly inych latok (Obr. 3). Tato Struktarna
doména sa neustale pohybuje, meni svoj tvar a vel'kost’ priestoru potencidlneho prieniku, ¢im
je mozny prienik pre rdozne velké molekuly. Malé molekuly (napriklad voda a elektrolyty)
vol'ne difunduju doménou, ale vel’ké molekuly, ako napriklad proteiny, do doménove;j Struktury
neprejdu [2].

Obr. 3: Model sekundarnej struktiiry hyaluronanu v 3D doméne. Modry box reprezentuje 3D doménu.
Cervené casti na zavitnici predstavuju hydrofobne oblasti a modré casti hydrofilné oblasti [2]

Hyalurénanovy retazec je stabilizovany dvoma zdkladnymi druhmi vézieb. Sacharidové
kruhy st vytvorené kovalentnymi vézbami, preto sii tvarovo pomerne fixované a stabilné.
Glykozidovéa vézba, ktora vznikd medzi sacharidovymi jednotkami cez atom kyslika, je
stabilizovana vodikovymi mostikmi. Substituenty viazané z oboch stran atému kyslika rotuju
0 360°. Zatocena Struktura hyalurénanu sa vzhl'adom k mnozstvu vodikovych mostikov moze
javit ako nahodna, ale v skuto¢nosti je diktovana fyzikalno-chemickymi vlastnost'ami [30].

Experimenty pouZivajuce nukledrnu magnetickii rezonanciu odhalili moZnost’ rotacie
disacharidovej jednotky v molekule hyalurénanu o 180° vzhladom k predchadzajtcej
a nasledujucej disacharidovej jednotke. Dve pootocenia o 180°, ¢ize celkovo o 360°, vracaju
monomér do pdvodnej polohy. Tato Struktura sa oznacuje ako dvakrat zatoCend zavitnica (na
rozdiel od dvojzavitnice, kde by boli zapojené dva molekularne retazce) [30].

Hyalurénan vytvara vodikové vizby, ktoré na jednej strane stabilizujt molekuly v roztoku,
aby neagregovali, a na druhej strane znizuji entropicky prispevok solvatacie, ¢im zvySuji
rigiditu v polymérnom systéme, ¢o vo vysledku Specifikuje vlastnosti roztoku hyalurénanu. Na
Obr. 4 su zobrazené potencialne vodikové vézby, ktoré sa mozu tvorit' ako v ramci jednej
makromolekuly (intramolekularne interakcie), tak aj medzi susednymi molekulami
(intermolekularne interakcie). Mozeme vidiet, ze vodikové mostiky funguju ako prepojenia
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medzi dvoma funkénymi skupinami. Vo vSeobecnosti vodikové vizby pomahaju ,,zbal'ovat
primarnu Struktiru do sekundarnej a terciarnej Struktary [29].

O __CH;,
G%"‘O CH,OH OH b
1 3 1 4
OH - = 0-HO o
OH: o arNHw0ee, -l CH,OH
0=C o
CH, o)

Obr. 4: Schematické zndzornenie formdcie vodikovych mostikov v molekule hyalurénanu [31]

Ako uz bolo zmienené, hyalurénan vytvara vo vode viskoelasticky roztok. Hyaluronan
s vysokou molekulovou hmotnost'ou je prevazne elasticky pri nizkych Smykovych rychlostiach,
zatial ¢o hyalurénan s nizkou molekulovou hmotnostou sa sprava prevazne viskdznym
sposobom. Viskozita roztoku hyalurénanu zavisi od Smykovej rychlosti a klesa so zvySovanim
Smykovej sily. Tento jav sa nazyva pseudoplasticita. Vysoka pseudoplasticita znamena, Ze
viskozita rychlo klesa so zvySujucou sa Smykovou rychlost’ou. Pri nizkej pseudoplasticite dojde
k pomalému poklesu viskozity so zvySujiucou sa Smykovou rychlost'ou. Hyaluronanové roztoky
patria medzi viskoelastické roztoky s najvyssim stupiiom pseudoplasticity [29], [32].

Kohézne vlastnosti polyméru priamo =zavisia od jeho rozpustnosti v kvapalinich
(organickych a neorganickych). Kohézne vlastnosti komplexov polyméru a ligandov na iom
naviazanych kvantitativne suvisia s kohéznou energiou (sily posobiace medzi ¢asticami tej istej
latky). Stadie zistili, Ze hyalurénan s vy$$ou molekulovou hmotnostou ma vécsie kohézne
vlastnosti ako hyalurénan s nizkou molekulovou hmotnostou. Téato zavislost je spojend
so Struktirou hyalurénanu. Struéne povedané, polymérové retazce hyaluronanu s vysokou
molekulovou hmotnostou sa zaénil navzdjom zmotavat, ¢o vedie k vytvoreniu sudrznej
trojrozmernej Struktary. Na druhej strane, roztoky hyalurénanu s niZzSou molekulovou
hmotnost'ou nevykazuji dobré kohézne vlastnosti [29], [32].

Vdaka vyhodnym fyzikalnym vlastnostiam hyalurénanu a vybornej znéSanlivosti je moZné
roztok hyaluréonanu aplikovat’ ako oénu instilaciu pri lieCbe syndromu suchého oka (Obr. 5).
Pseudoplasticita roztoku hyalurénanu mé v lie€be oka velky vyznam. Za prvé, ma podobné
vlastnosti ako mucinova vrstva slzného filmu a za druhé, pokles viskozity roztoku hyalurénanu
zabraiiuje odstraneniu vrstvy hyalurénanu z povrchu oka pocas procesu zmurkania. Naopak,
elasticita hyaluronanu napoméha rozsirenie aplikovaného roztoku po povrchu oka pocas
zmurkania. Dalej, hyalurénan vd’aka hygroskopickym vlastnostiam funguje ako ,,pongia“
auvolnuje vodu do okolitého prostredia. Po odstraneni tlakovej sily pomocou osmotického
tlaku sa nasava voda spit’ do Struktary hyalurénanu. Tieto vlastnosti znamenaju, Ze odparovanie
vody zroztokov hyalurénanu je pomaly proces. Roztok hyaluréonanu sa dokaze dobre
adherovat’ k mucinovej vrstve predkornealneho slzného filmu. Vysledkom je, ze hyalurénan
kryje rohovku a vytvara efektivny dlhotrvajuci ochranny povlak oka, ktory sa pomaly odparuje.
Ochranné schopnost’ hyalurénanu je zavisla na rovnovahe medzi molekulovou hmotnost'ou
a koncentraciou hyalurénanu v roztoku [29], [32], [33].
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Obr. 5: Usporiadanie struktirnych retazcov HYA pocas procesu Zmurkania. Lavy obrazok predstavuje
relaxacnu polohu oka (nezmurkanie), kde retazce HYA vytvaraju nahodnu zavitnicovu Struktiru
a maju elasticke vlastnosti. Pravy obrazok predstavuje oko v pohybe Zmurkania, kde smykova rychlost
rastie, retazce HYA vytvdraju usporiadanejsiu Strukturu a viskozita HYA klesd, ¢o umoznuje lahsi
pohyb viecok po oku [33]

2.2 Interakcie z hPadiska hydrofébnych domén na ret’azci hyaluréonanu

Ako uz bolo spomenuté, monoméry hyaluréonanu st spojené striedajucimi sa vdzbami 3-1,4 a -
1,3, pricom kazdy monomér predstavuje striedajuce sa hydrofébne a hydrofilné plochy s d’alsim
monomérom v retazci. Sekundarna Struktira hyalurénanu je podmienend jeho primarnou
Struktirou a vytvara dvakrat stocent zavitnicu [10].

Hydrofobne oblasti hyalurénanu st tvorené priblizne 6smimi CH- skupinami. Bolo zistené,
ze retazec hyalurénanu v roztoku vytvara dvojnasobné zlozené helixy, ktoré st ndsledne vd’aka
interakcii medzi hydrofébnymi oblastami, tzv. ,,patches®, schopné tvorit' duplexy (Obr. 6).
Takéto hydrofobne interakcie sa mozu realizovat’ len vtedy, ked’ sa v sekundérnej Struktare
hyalurénanu nenachadzaju H-mostikové interakcie. V tomto pripade ide skor o interakcie, nez
0 samotnt tvorbu chemickych vézieb [10].

Hydrofobne oblasti maju vel'ky dopad na chovanie molekuly v polarnom prostredi.
Hydrofébne molekuly sa vo vodnom prostredi orientuju k sebe, ¢im sa znizuje ich kontakt
s rozpustadlom. Takéto interakcie prispievaju k stabilite molekuly a okrem toho sa uplatiiuju
pri agregacnych a sietovacich procesoch hyalurénanu. Interakcie tohto typu sa moéZzu
uplatiovat’ aj pri interakciach hyalurénanu s hydrofébnou latkou alebo lipidmi, alebo
proteinmi. K rozpusteniu a sietovaniu hyaluréonanu dochédza za danych fyziologickych
podmienok, spravnej pH a ionovej sile [10], [30]. Sietovanie moze prebiehat’ aj pri nizkych
koncentraciach hyaluronanu. Vysokomolekularny hyalurénan sa dokaze Vv roztoku cely
zosietovat’ pospajanim vsetkych molekul medzi sebou a vytvorit' tak teoreticky nekonecnu
siet. Na druhej strane, nizkomolekularny hyaluréonan vytvara preruSované, od seba oddelené
siete [30].

Obr. 6: Schéma moznej tvorby duplexu medzi dvoma retazcami hyaluréonanu. Dva zucastnené
hyaluronové helixy su navzajom antiparalelné. Bodkované ciary predstavuju kazdu sacharidovu
Jjednotku, kruhy predstavuju acetamidové skupiny a Stvorce predstavuju karboxylové skupiny. Sivé
vzorované pruhy sii hydrofébne oblasti, ktoré sa striedavo tiahnu pozdlz troch sacharidovych
jednotiek polymérnych retazcov [10]
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2.3  Vyskyt a izolacia hyalurénanu

Hyalurénan sa vyskytuje prakticky vo vsetkych tkanivach stavovcov. Taktiez je pritomny
v kapsulach niektorych kmenov baktérii (Streptococcus a Pasteurella), ktoré st z velkej Casti
zlozené z hyalurénanu a ten plni v baktéridch ochrannt funkciu. V rastlinach sa hyalurénan
nevyskytuje [25].

V tkanivach stavovcov je hyaluronan hlavnou zlozkou extracelularnych matric, v ktorych sa
vacsina tkaniv Struktirne odliSuje. Pomerne nedavno sa ukazalo, ze hyalurénan je pritomny aj
intracelularne [25]. Najvacsie mnozstvo hyalurénanu v 'udskom tele (7-8 g na priemerného
dospelého ¢loveka, ~50 % z celkového mnozstva hyaluronanu v tele) je v koznom tkanive, kde
dermis obsahuje ~0,5 mg-g~* vlhkého tkaniva a epidermise ~0,1 mg-g ! vlhkého tkaniva. Jeden
Z najvyssich obsahov hyalurénanu ma synovialna kibova tekutina (3—4 mg-ml™?), nizsi obsah
maju: sklovec oka (0,1-0,4 mg-ml~ vihkej hmotnosti), pupo¢na $nura (4,1 mg-ml™?), alebo
extraceluldrny matrix zona pellucida (~0,5 mg-ml™?), ¢o je glykoproteinovy obal vajicka
cicavcov produkovany folikularnymi bunkami v priebehu oogenézy, ktory sluzi k selekcii
spermii. Je zaujimavé, Ze kohuti hrebienok, Specializovany kusok koze, ma najvyssie mnozstvo
hyalurénanu (az 7,5 mg-ml™t) medzi Zivymi organizmami [2], [25].

V inych pripadoch, hyalurénan predstavuje mensiu ¢ast’ hmoty tkaniva a sluzi ako zédkladna
Struktarna zlozka v matrixe. Napriklad, hyaluronan je pritomny v mnozstve ~1 mg-g~* vlhkej
hmotnosti v hyalinovych chrupavkach. Protein agrekan (proteoglykan chondroitin sulfatu 1
v chrupavkach) je pritomny v ovela vysSej koncentracii 25-50 mg-g~* vlhkej hmotnosti.
Hyalurénan je menej koncentrovany v matrixe inych spojivovych tkaniv, ako su napriklad tie,
ktoré obklopuju bunky hladkého svalstva v aorte a fibroblasty v zamsi koze. Tab. 1 zhiha
vyskyt a koncentraciu hyalurénanu v réznych druhoch tkaniv [2], [25].

Hyalurénan je produkovany niekol’kymi cestami a mdze byt izolovany z réznych zdrojov,
zhrnutie Obr. 7. Ci uZ je to extrakciou zo Zivodi$nych tkaniv, alebo bakterialna produkcia,
kazdy spOsob vyroby hyalurénanu ma svoje vyhody aj nevyhody, ale v najvacSej miere sa
vyuziva bakteridlna produkcia, ktora pri pouZiti geneticky modifikovanych organizmov
poskytuje vysoky vytazok vysokomolekularneho hyalurénanu [34].

\(In vitro produkcia)

Metédy produkeie hyalurénanu

Extrakcia zo
zivoc¢isnych tkaniv

Bakteridlna produkcia)

Kohutie hrebienky
LCudskéd pupoéna smira
Hovidzia synovinélna
tekutina

Sklovec z dobytka

Streptokoky

Nepatogenné mikroorganizmy

Enzymy zo
Streptococcus pyogenes

Enterococcus faecalis
Escherichia coli

Agrobacterium sp.
Lactococcus lactis
Bacillus subtilis

Zdroje uhlika a energie
Podmienky procesu

Batch vs. Chemostat
Skvalitnenie kmena

Obr. 7: Produkéné metody hyalurénanu z réznych zdrojov [34]
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Tab. 1: Vyskyt a koncentracia HYAV niektorych druhoch Zivocisnych tkaniv a v telovych tekutindch [25]

Druh tkaniva alebo c HYA

tel'nej tekutiny [ng-mi™] Poznamka
kohuti hrebienok 7500 zivociSne tkanivo s najvyssim obsahom HYA,
I'udska pupoc¢na $ntira 4100 HYA s vysokou molekulovou hmotnostou,
I'udska synovialna 1 400-3 600 pokles koncentracie HY A pocas zapalu a objem
tekutina synovialnej tekutiny rastie,
hovédzia nosna 1200 vyuzitie modelu chrupavky v experimentalnych
chrupavka Stadiach,
Pudsky dermis 200-500 ,omladzujuca“ latka v kozmetike,
Pudsky sklovec 140-340 zvyé_ovanie koncentracie HYA pocas rastu
tkaniva sklovca,
Pudsky epidermis 100 vyssia konc‘ent'r:élcia HYA okolo buniek, ktoré
HY A syntetizujq,
zajadi mozog 65 HY A znizuje pravdepodobnost’ vyskytu nadoru
vV mozgu,
HY A je hlavnou zlozkou patologického matrixu,
zajacie srdce 27 ktory sa nachadza v artérii pri korondrnej
restenoze,
nizka molekulovd hmotnost HYA vysvetlend
Pudska miazga 0,2-50 preferenénym  prijmom  vicSich  molekul
pecenovymi endotelovymi bunkami,
Pudsk§ mog 0.1-03 obsahuJ: e 'enZSIm hyaluronidéazu, ktory katalyzuje
degradaciu HYA,
koncentracia HYA sa zvySuje v sére u starSich
Iudské krvné sérum 0,01-0,1 Pudi au pacientov s reumatoidnou artritidou

a cirh6zou pecene.

2.3.1 Izolacia hyalurénanu zo ZivociSnych zdrojov

Izolacia hyalurénanu zo Zivoc¢isnych zdrojov sa povodne pouzivala na laboratorne vyskumy
s cielom Studovat’ tento polymér, identifikovat’, charakterizovat’ a objasnit’ jeho biologicky
potencial a biomedicinske vyuzitie. Dnes su k dispozicii dostatocné informécie o hyaluronane
izolovanom z takmer vSetkych tkaniv stavovcov, vratane synovialnej tekutiny, sklovca oka,
pupocnej Snury, prasace] koze, chrupavky Zzralokov a perikardidlnej tekutiny krélika.
Najbohatsimi zdrojmi hyalurénanu s vysokou molekulovou hmotnost'ou su kohttie hrebienky
(1,2:10° Da), ludské pupoéné $nury (3,4-10° Da), sklovec oka dobytka (7,7-10%-1,7-10° Da)
a hovidzia synovialna tekutina (14-10° Da) [34].

Je zreymé, Ze pouzivanie zZivo€¢iSnych zdrojov na izolaciu hyaluronanu moéze vyvolavat
kontroverzné reakcie kvoli ochrane zvierat. St vSak aj technické limitacie. [zoldcia hyalurénanu
z0 zivociSnych zdrojov sa potyka s problémom nedostato¢nej Cistoty findlnej vzorky
hyaluréonanu. Hlavné necistoty, v zavislosti na zdroji a purifikacnych metddach, s proteiny,
nukleové kyseliny, chlorid sodny, t'azké kovy, chondroitin sulfat a bakterialne endotoxiny [34].
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Extrakcia ¢istého hyalurénanu s vysokou molekulovou hmotnost'ou zo zivo¢isnych tkaniv
je naro¢na, pretoze v biologickych materialoch je hyalurénan obvykle pritomny v komplexe
S inymi biopolymérmi, ako napriklad s proteoglykdnmi. Obecny vyrobny proces hyalurénanu
zo zivociSnych zdrojov zahfiia: rozruSene Struktur na trovni tkaniva, rozrusenie bunkovych
Struktar za pouZitia enzymov a organickych rozpustadiel, a uvol'nenie hyalurénanu z komplexu
s ostatnymi biopolymérmi za pouzitia enzymov, detergentov a organickych rozpustadiel [34].

Prvym krokom metody separacie proteinov je extrakcia hyalurénanu z materidlu pomocou
chloroformu, amylalkoholu, 90% fenolu a acetatu sodného. Spésoby uvolfiovania hyaluréonanu
z komplexov s proteoglykanmi zahfiiaju pouzitie proteolytickych enzymov (t.j. papain, pepsin,
prondza a trypsin), zrdzanie ionovymi parmi hyaluréonanu (napr. cetylpyridiniumchloridom),
zrazanie organickymi rozpuStadlami, zrdzanie bez rozpustadiel, detergenty, adsorpcia na
aktivnom uhli atd’. Ultrafiltracia a elektrodialyza sa pouzivaju na odstranenie degrada¢nych
produktov ainych kontaminantov. Sterilna filtracia sa pouziva na odstranenie vsetkych
mikrobidlnych buniek pred upravou kone¢ného produktu. K dosiahnutiu ¢o najéistejSieho
vyt'azku hyalurénanu je potrebné rozlozit’ komplexy proteoglykanov [34].

Ako uz bolo spomenuté, napriek rozsiahlemu cisteniu méze byt zvieraci hyalurénan
kontaminovany ro6znymi nec¢istotami. Mnozstvo a povaha necistot zavisi od zdroja hyaluréonanu
a od procesu purifikacie. Autori Shiedlin a kol. [35] v ¢lanku z roku 2004 opisali tato zavislost’
aukazali, ze izolanty hyaluronanu z l'udskej pupoc¢nej $ntry a hovidzieho sklovca oka
obsahovali vyssie hladiny necistot, ako napriklad proteiny a nukleové kyseliny, v porovnani
s izolantmi hyalurénanu z kohutieho hrebienka a S izolantmi bakterialnych kapsul.

Medzi nevyhody extrakcie hyaluréonanu zo Zivoc¢isnych zdrojov patria okrem potreby
rozsiahleho Cistenia, aj rozdiely v kvalite produktu, nizky vytazok, riziko rychlej degradacie
polyméru a riziko kontaminacie proteinmi, nukleovymi kyselinami a virusmi [34].

Procesy extrakcie a Gistenia sa neustale vylepsuju, aby spiiali vysoké $tandardy kvality pre
biomedicinske aplikacie. Doposial je Zivo¢isny odpad stale jeden z najddlezitejSich zdrojov pre
priemyselnt vyrobu hyaluronanu. Okrem nevyhod majt totiz metddy extrakcie hyaluronanu zo
zivociSnych zdrojov aj vyhody ako zabehnutost' technologického procesu, a dlhoroc¢né
skusenosti z praxe, dostupnost’ zdrojov za nizke nédklady a produkcia vysokomolekuldrneho
a prirodného hyalurénanu [34].

Komer¢ne dostupné hyalurénanové pripravky zo zivociSnych zdrojov maju molekulovu
hmotnost v rozmedzi od niekol’kych stoviek tisic az do 2,5-10° Da [25], [34].

2.3.2 Bakteridlna produkcia hyalurénanu
Hyalurénan je pritomny a syntetizovany ako extracelularna kapsula v niektorych
mikrobidlnych patogénoch, ako su baktérie Pasteurella multocida, Bacillus subtilis
a streptokoky skupiny A a C, medzi ktoré patri Streptococcus pyogenes ('udsky patogén)
a zivoCiSne patogény Streptococcus equi a Streptococcus uberis. Tieto mikroorganizmy
pouzivaju hyalurénan na zapuzdrenie svojich buniek, ¢im sa brania pred rozpoznanim
imunitnym systémom. Hyaluronan tieZ chrani baktérie pred reaktivnymi formami kyslika
uvolnenymi niektorymi druhmi leukocytov, napomdha migraciu cez epitelové vrstvy
a ul'ah¢uje adhéziu a kolonizaciu bakterialnych buniek [34].

Hyaluronan produkovany zvieratami a baktériami je identicky, ale bakterialny hyalurénan
nie je imunogénny aje tym padom vynikajicim zdrojom hyalurénanu vysokej kvality.
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Extrakcia hyalurénanu z mikrobidlnej fermentacnej pody je relativne jednoduchy proces
a dosahuje vysoky vytazok. Dalsou a doleZitou vyhodou mikrobialnej produkcie hyalurénanu
oproti produkcii zo zivoCiSnych zdrojov je moznost fyziologického a metabolického
prispdsobenia a menenia baktérii tak, aby sa dosiahol velky vytazok vysokomolekularneho
hyaluronanu. Preto je v sucasnosti stale viac preferovana bakterialna/mikrobialna izolacia
hyaluronanu s pouzitim patogénnych streptokokov a bezpecnych rekombinantnych hostitel'ov
obsahujucich potrebnt hyalurénan syntazu [34].

Prva publikovana izoléacia kyseliny hyaluronovej z hemolytickych streptokokov skupiny A
pri vsadzkovej fermenticii realizovana vroku 1963 viedla k vytazku 60-140 mg-dm™
hyalurénanu, ¢o sa ¢asom znasobilo na 67 mg-dm™. Aby sa zvysila produkcia hyalurénanu,
su pouzivané techniky ako optimalizdcia extrakéného procesu, spravne zlozenie
a prisposobenie kultivaéného média, spravne nastavené pH a teplota, zabezpecenie aerobnych
podmienok a vyber kmefiov s vysokou produktivitou hyaluronanu. NajpouzivanejSie kmene su
Streptococcus equi a Streptococcus equi zooepidemicus zbavené patogénov a schopnosti
hemolyzy. Z mliecnych potravinarskych produktov boli izolované kmene S.thermophilus
s vysokou produktivitou exopolysacharidov vratane hyaluréonanu [34].

Dalsie zlep$enie podmienok na produkciu hyalurénanu mikrobidlnymi kmefimi umoziuje
genetické inzinierstvo. 'V kmenioch Streptococcus zooepidemicus a v rekombinantnych
hostitel'och sa ukazalo, ze pomer medzi kofaktormi UDP-GICNAc a UDP-GICUA a pomer
medzi hyaluronan syntdzou a substratmi su najdodlezitejSie faktory ovplyviiujiice molekulovu
hmotnost’ hyaluréonanu. Okrem pomeru medzi dvoma prekurzormi ovplyviiuje molekulovu
hmotnost hyalurénanu aj pomer medzi UDP-GICUA a hyalurénan syntazou. Studie na baktérii
Lactococcus lactis preukazali, ze vysSia dostupnost UDP-GIcUA na hyalurénan syntazu
zvy$uje molekulovit hmotnost” hyalurénanu [34].

Aby sa prediSlo riziku vyluGovania toxinov z mikroorganizmov a kontaminacie
hyalurénanovych produktov metabolitmi z patogénnych streptokokovych kmenov, ¢o je
vlastne hlavnd nevyhoda bakteridlne; produkcie hyaluréonanu, boli do ,,producentov
hyalurénanu geneticky zavedené enzymy hyalurénan. PouZivanim tohto pristupu su vyuzivané
produkujtiice kmene Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Agrobacterium
sp. a Lactococcus lactis. Vytazok hyaluréonanu moze dosahovat okolo 4 g-dm™, ked je
kultiva¢né médium doplnené dostatocnym mnozstvom glukozaminu [34].

Ako alternativa k prokaryotickej produkcii hyalurénanu moézu byt virusom infikované
bunky zelenych rias rodu Chlorella, hoci vytazky st nizke (0,5-1g-dm™), atym padom
nepouziteI'né v medicinskych, ¢i v kozmetickych aplikaciach [34].

Izolacia hyalurénanu fermentaciou streptokokovych kmenov je zabehnutou a vyspelou
technoldgiou, ktora poskytuje vysokomolekularne, vysoko C¢isté polyméry hyalurénanu,
vhodné pre rozne technické, medicinske, farmaceutické a kozmetické aplikacie. V sti€asnosti
sa vyraba niekol’ko ton bakteridlneho hyalurénanu ro¢ne na lekarske a kozmetické ucely [34].

2.4  Biotechnologické metédy vyroby hyalurénanu
Streptococcus zooepidemicus je bezne pouzivanym bakteridlnym kmenom produkujucim pri
jednorazovej kultivacie okolo 67 g-dm hyalurénanu [36].
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Ako uz bolo zmienené, medzi baktérie schopné syntézy hyaluronanu patria grampozitivne
baktérie Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
uberis a gramnegativne baktérie kmenu Pasteurella multocida produkuju hyalurénan [36].

Predpoklada sa, Zze syntéza hyalurénanu pri bakteridlnej fermentacii predstavuje priblizne
5 az 10 % metabolizovaného uhlika. Draha tvorby hyalurénanu tzko stvisi s inymi bunkovymi
drahami, ako je glykolyza a rastom buniek. Na syntézu jedného moélu hyaluroénanu sa spotrebuje
pat’ molov nukleozidtrifosfatov [3 ATP (adenozintrifosfat) a 2 UTP (uridintrifosfat)], dva moly
glukozy, jeden mol acetylkoenzymu A (acetyl-CoA) avytvara dva moly redukénych
kofaktorov NADH (nikotinamidadenindinukleotid + vodik). Hladiny ATP a NADH hraju
kl'acovu tlohu v biosyntéze, pretoze tieto latky sa spotrebuvaju na produkciu hyalurénanu [36].

2.5 Hyalurénan a bunka

Bolo objavenych vel'a sekre¢nych proteinov a receptorov bunkového povrchu, ktoré tvoria
extracelularny matrix, a ktoré viazu a stabilizuju hyalurénan. Bunkovy povrchovy glykoprotein
CD44 (Cluster of differentiation 44 receptor) a RHAMM (Receptor for hyaluronic acid
mediated motility) paria medzi najznamejsie receptory pre hyalurénan a su obsiahnuté v takmer
kazdej l'udskej bunke a v inych druhov cicavcov, napr. v mysiach. Medzi ostatné receptory
patria TLR-4 (Toll-Like receptor-4), TSG-6 (The product of tumor necrosis factor stimulated
gene-6) a LYVE-1 (Lymph vessel endothelial hyaluronan receptor-1) [37].

2.5.1 Receptor CD44
Receptor CD44, tiez znamy ako P-glykoprotein 1, je transmembranovy protein typu I kodovany
iba jednym génom a je povazovany za primarny receptor pre hyalurénan. CD44 je Siroko
distribuovany glykoprotein, nachédzajici sa na hematopoetickych bunkach, fibroblastoch
ataktiez na néadorovych bunkédch. V dosledku striedavého spdjania a posttranslacnych
modifikacii, ako je N- a O-glykozylacia a spdjanie k glykozaminoglykanu, receptor existuje
v réznych izoformach. Je pre hyaluronan neSpecificky a preto nie vSetky izoformy reaguju
vyluéne s hyaluronanom — na receptor sa mozu viazat’ aj iné ligandy. Tento receptor ma Styri
domény. Ako vidno na Obr. 8, prvou je distalna extracelularna doména, ktora je zodpovedna
za samotnu vidzbu hyaluronanu. Druhou doménou je proximalna extracelularna doména, ktorej
Struktara definuje izoformy hyalurénanu a je zodpovedna za naviazanie glykozaminoglykanov.
Tretou doménou je jednopriechodovy, transmembranovy protein a poslednou doménou je
cytoplazmaticka doména vnutri bunky [37], [38].

Z funkéného hl'adiska existuji tri moznosti, ako moze CD44 interagovat’ s hyaluronanom,
a to uplne nenaviazane, alebo nenaviazane, ale receptor je aktivovany pri konstitutivnej vézbe.
Predtym neZ je hyalurdénan naviazany na receptor, je potrebné aktivovat’ samotny receptor [37].

CD44 je multifunkény receptor, ktory ma rézne ulohy v interakciach bunka-bunka a bunka-
matrix, ako je bunkovy prenos, navrat do lymfatickych uzlin a do protymocytov, aktivacia
lymfocytov, agregacia buniek, uvolfiovanie chemokinov a rastovych faktorov. Rovnako je
zodpovedny aj za degradaciu hyalurénanu a angiogenézu [37].

Po naviazani hyalurénanu na CD44 sa spusti cely rad signalnych drah, ktoré vedi k bunkovej
odpovedi. Po vézbe receptoru s vysokomolekularnym hyalurébnanom moze dochéadzat
Kk protizapalovym a antiangiogénnym u¢inkom, k potlaaniu migracie buniek a K proliferacii.
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Na druhej strane, oligosacharidy hyaluréonanu vykazuji proangiogénne a prozapalové ucinky,
stimuluju bunkova mobilitu a proliferaciu [37].

Interakcia receptoru CD44 s hyalurénanom hra dolezitG wlohu v réznych bunkovych
funkciach, ako je migracia buniek, zapal, rast nadorov a metastazy [37].

'S = S‘ Distdlna
-S - S- extracelularna
-S-S- doména

Proximalna
extracelularna
doména

Transmembranova
doména
Cytoplazmaticka
membrana

Obr. 8: Struktiira CD44 receptoru [14]

2.5.2 RHAMM receptor

Dal§im vyznamnym receptorom pre hyalurénan je RHAMM. Bol prvykrat identifikovany ako
sucast’ komplexu hyalurénan-receptor v médiu mysich fibroblastov. Nachadza sa intracelularne
v cytoplazme, v jadre a na povrchu bunky. RHAMM receptor nema transmembranovi doménu,
ale je ukotveny na bunkovej membrane, kde mdze interagovat’ s receptorom CD44 a podiel'at’
sa na mnohych bunkovych reakcidch, vratane bunkovej motility a hojenia ran. Prekvapivo
RHAMM neobsahuje Ziadny signalny peptid a predpoklada sa, Ze je transportovany na bunkovy
povrch prostrednictvom transportnych mechanizmov, kde sa spaja s povrchom bunky pomocou
naviazania s hyalurénan syntazou. Podobne ako CD44 receptor, prenasa signaly, ktoré
ovplyviiuju motilitu a migraciu buniek [37].

Intracelularny RHAMM koduje a rozpoznava viaceré extracelularne signalom regulované
kinazy (ERK). Intracelularne RHAMM receptory sprostredkujii bunkovy pohyb tym, Ze po
naviazani vysokomolekularneho hyalurénanu pdsobia na mitotické vretienko mikrotubuly
a d’alSie proteiny cytoskeletu. Okrem toho sa intracelularny RHAMM viaze aj na mnoZstvo
proteinov, ktoré mozu regulovat’ dynamiku mikrotubulov, Struktiru a funkciu centrozomu
prostrednictvom aktivacie kinazy ERK1/2/MAP (mitogénom aktivovana proteinkindza), ktora
prispieva k bunkovej polarite a migracii buniek umoznenej mikrotubulami [37].

Extracelularny RHAMM moéze v zdvislosti od hyalurénanu, regulovat bunkovi
transformaciu a migraciu. MoOZe sa viazat na receptory CD44 nachadzajice sa na
mezenchymalnych bunkdch v randch, ¢o je nevyhnutné pre trvala aktivaciu a jadrovu
translokéaciu aktivovaného ERKI, 2 a pre migraciu buniek so zvysenou mezenchymalnou
diferenciaciou v miestach poranenia [37].

2.5.3 LYVE-1 receptor

LYVE-1 receptor bol identifikovany aklonovany ako lymfaticky receptor hyalurénanu
Specificky pre endotelové bunky lymfatickych ciev u 'udi a mysi. Je tieZ exprimovany urcitou
Cast'ou aktivovanych tkanivovych makrofagov a v endoteli pecene a sleziny. Je to integralny
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membranovy glykoprotein typu | aje 3pecificky pre hyalurénan. Struktirou sa podobé
receptoru CD44, pretoze ma jednu transmembranoviu doménu a jeden N-koncovy vizbovy
modul pre hyalurénan, ktory viaZze imobilizované a rozpustné hyalurénany. Zachytava
vysokomolekularny hyalurénan a zGc¢astiiuje sa na jeho degradacii. Vizba hyaluréonanu na
receptor LYVE-1 je slabd v endotelovych lymfatickych cievach. LYVE-1 sa podiela na
transporte hyalurénanu z tkaniv do lymfy cez lymfatické endotelové bunky [37].

254 TLR-4aTSG-6 receptory

TLR-4 receptory st transmembranové receptory zohravajuce klI'aiCova ulohu v prirodzenej
imunitnej odpovedi aslazia k rozpoznavaniu produktov mikroorganizmov. Primarne sa
vyskytuje na bunkach imunitného systému ako st B-lymfocyty, makrofagy, neutrofily, zirne
bunky a dendritové bunky, ale daja sa najst’ aj na neimunitnych bunkach ako su bunky epitelu,
alebo fibroblasty. Je Siroko rozSireny v tkanivach a vyskytuje sa napriklad v srdci, peceni,
obli¢kach, ¢i v mozgu. Tieto receptory su exprimované aj keratinocytmi. TLR-4 receptor sa
viaze s hyalurénanom, ¢o spusta zapalové reakcie [37].

TSG-6 receptor je multifunkény protein, ktory obsahuje hyalurénan-viazucu doménu a patri
do takzvanej skupiny hyaladherinov. Hra podstatni wlohu pri zdpalovych procesoch
a onemocneniach kibov a pri remodelacii. TSG-6 reaguje s celym radom glykozaminoglykénov
a umoziuje sietovanie hyalurénanu po jeho naviazani, ¢o podporuje adhéziu lymfocytov pri
zapalovych procesoch. Napriek tomu je vézba zdvisld na konkrétnom tkanive a na pH. Dokaze
spomalovat’ tvorbu komplexu hyalurénan-protein v chrupavkach, alebo urychlovat’ jeho
disociaciu. Tiez moduluje funkciu CD44 receptoru [37].

2.6 Metabolizmus hyaluronanu v 'udskom tele

2.6.1 Syntéza hyalurénanu

Bunkovéa syntéza a degradécia hyaluronanu je jedine¢ny, dynamicky a vysoko kontrolovany
proces. Vicsina glykozaminoglykanov sa tvori v Golgiho aparate bunky, ale pre hyalurdnan to
neplati. Je syntetizovany v plazmatickej membrane bunky za pritomnosti Mg?" iénov. Enzymy
zodpovedné za prirodzenu syntézu hyaluronanu sa nazyvaji hyaluronan syntazy (HAS) a su to
integralne membranové proteiny. HAS gény koduj tri izoformy hyalurénan syntaz u cicavcov:
HAS1, HAS2 a HAS3 [37].

Tieto enzymy syntetizuji linedrne polyméry opakujucich sa disacharidovych jednotiek
hyalurénanu pridanim N-acetyl-glukozaminu (GlcNAc) a glukurénovej kyseliny (GICUA) do
retazca pomocou ich aktivovanych nukleotidovych cukrov UDP-GIcNAc a UDP-GICUA ako
substraty [4]. Ret'azec sa postupne predlzuje a je vytlatovany z plazmatické membrany do
extracelularneho matrixu. Ako je znazornené na Obr.9, UDP sacharidy pochadzajua
z bunkovych metabolickych procesov [37].

Oblast’ (A) na Obr. 9 predstavuje mechanizmus syntézy hyalurénanu pomocou enzymov
HAS a biosyntézu spolu s jeho regulaciou jednotlivych nukleotidov (UDP-GICUA a UDP-
GlcNAc). Endoplazmatické retikulum (ER)/Golgiho aparat je miestom syntézy glykoproteinov,
proteoglykéanov a glykokonjugéatov. Hyalurénan sa syntetizuje na vnutornej cytoplazmaticke;j
membrane a priamo sa transportuje cez Specifické transmembranové domény HAS. 4-MU (4-
metylumbeliferon) dokaze konjugovat' s UDP-GICUA a ovplyvnit’ syntézu hyalurénanu [37].
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Oblast’ (B) znazoriuje endolyticky mechanizmus degradacie hyalurénanu (My 10°-107 Da)
hyaluroniddzami (HYAL). Fragmenty (Mw2-:10*Da) vytvorené HYAL-2 si uzavreté
v endozémoch a potom Vv lyzozomoch. Aktivita HYAL-1, B-glukuronidazy a B-N-acetyl-
glukozaminiddzy v lyzozémoch indukuje degradiciu hyalurénanu na tetrasacharidy
(Mw 800 Da). Jednotlivé cukry (Mw200Da) st tvorené lyzozomalnou [-N-acetyl-
glukozaminiddzou, B-exoglykoziddzami a B-glukuroniddzou. Tieto volné sacharidy su
vytlacené do cytoplazmy vstupujice do roznych bunkovych reakcii. Reakény mechanizmus
(schéma Obr. 9):

1. Hexokinaza/glukokinaza, G6P: gluk6za-6-fosfat,

2. Fosfoglukomutaza, G1P: gluk6za-1-fosfat,

3. UDP-glukoza pyrofosforylaza, UDP-G: UDP-glukdza,

4. UDP-glukoza dehydrogenaza; UDP-GICUA,

5. Fosfoglukoéza izomeraza, FOP: fruktoza 6-fosfa,

6. Glutamin-frukt6za-6-fosfat transaminaza, GIcN6P: glukozamin-6-fosfat,

7. Glukozamin-fosfat N-acetyltransferaza, GIcNAc6P: N-acetyl-glukozamin-6-fosfat,

8. Fosfoacetylglukozaminmutaza, UDP-GIcNAC,

10. O-GlcNAc transferaza,

11. Glukoronyltransferaza, GLN: glutamin, GLU: glutamat, Ac-coA: acetylkoenzym A, PP:

pyrofosfat, ADP: adenozindifosfat, NAD: nikotinamidadenindinukleotid, ATP, UTP, 4-
MU [37].

HAS maju dvojita katalytick( aktivitu na prenos sacharidovych nukleotidov, t.j. p (1—3)
glykozyltransferaza na pridanie GIcNAc a  (1—4) glykozyltransferaza na pridanie GlcUA.
HAS vyuzivaju Styri substraty na polymeriza¢nu reakciu, a to dva cukornaté nukleotidy a dva
hyaluronan-UDP retazce s GIcUA alebo GlcNAc na redukujicom konci retazca [37].

Vicsina glykozyltransferaz ma jediné vézbové miesto, zatial ¢o HAS maji dve odlisné
viazbové miesta pre UDP cukry. Polymerizacia hyaluréonanu prebieha na vnltornej strane
plazmatickej membrany s tvorbou HAS proteinovych komplexov do extracelularneho
priestoru. Ret'azec hyaluronanu narastd a je postupne vytlaCany z plazmatickej] membrany do
extracelularneho matrixu [37].

Vsetky tri proteiny HAS syntetizuji hyalurénan s vysokou molekulovou hmotnost'ou
(> 4-10° Da). Avsak, v podmienkach in vitro je vysokomolekularny hyalurénan (> 4-10° Da)
syntetizovany iba enzymom HAS2, zatial’ ¢o HAS1 a HAS3 syntetizuji mensie polydisperzné
retazce s priemernou molekulovou hmotnost'ou okolo 100 az 800 kDa [37].

Predpoklada sa, Ze rozdiel molekulovych hmotnosti hyalurénanu syntetizovaného
enzymami HAS mdéze byt spdsobeny vnlitornou enzymatickou vlastnost'ou a intracelularnym
prostredim. HAS3 je spomedzi ostatnych HAS najviac katalyticky aktivny enzym v in situ.
Bolo zistené, ze rekombinantny enzym HAS1 ma vyssiu hodnotu Knm (konstanty Michaelis-
Mentenovej) oproti HAS2 a HAS3 a zaroven, HAS maju nizsiu hodnotu Km pre UDP-GICUA
a vyssiu pre UDP-GIcNAc [37].
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Obr. 9: Syntéza a degradacia hyalurénanu v ludskom tele. (1) Mechanizmus syntézy hyalurénanu
pomocou enzymov HAS a biosyntézy spolu S jeho reguldciou jednotlivych nukleotidov UDP-GICUA
a UDP-GIcNAc. (B) Endolyticky mechanizmus degraddcie hyalurénanu (M 10°~107 Da)
hyaluronidazami (HYAL) [37]

2.6.2 Degradacia hyalurénanu

Z hl'adiska tkanivovej homeostazy a morfogenézy je degradacia hyalurénanu rovnako dolezita
ako jeho syntéza. Enzymatickd degradacia hyalurénanu u cicavcov je vysledkom pdsobenia
troch typov enzymov: hyaluronidazy, B-D-glukuronidazy a B-N-acetyl-hexozaminidazy. Tieto
enzymy sa nachadzaju v 'udskom tele v roznych formach, a to intracelularne a v sére [4], [37].

Hyaluronidazy, nazyvané tiez hyalurono-glukozaminidazy, alebo hyal, st enzymy, ktoré sa
nachadzaju v lyzozémoch, alebo st ukotvené k plazmatickej membrane. Hyaluronidazy su
klasifikované do troch roéznych tried enzymov na zdklade mechanizmu ich G¢inku. Prvé dve
triedy st pritomné v eukaryotoch a tretia v prokaryotoch. Eukaryotické enzymy degraduju
hyalurénan az na Styri fragmenty a prokaryoticky enzym Stiepi na disacharidy. Najviac
exprimované hyaluronidazy st HYAL-1 a HY AL-2, ktoré pdsobia koordinovane na degradaciu
hyalurénovych retazcov. HY AL-3 nehrd vyznamnt tlohu pri degradécii hyalurénanu. Cicavcie
hyaluronidazy dokazu $tiepit’ ret'azce hyaluronanu na hexdzy. Presny mechanizmus degradacie
bol odvodeny na zaklade Struktury 'udského enzymu HY AL-1, ktory obsahuje N-koniec a C-
koniec. Vseobecnym katalytickym mechanizmom hyalu je reakcia vytesnenia Stiepiaca
B (1—4) glykozidova vizbu v polohe C1 N-acetyl-glukozaminu (Obr. 10) [37].

Vo vseobecnosti hyaluronidazy stiepia hyaluréonan na mensie oligosacharidy, pricom B-D-
glukuronidaza a B-N-acetyl-hexosaminidaza d’alej Stiepia tieto oligosacharidy odstranenim
neredukujicich koncovych cukrov [4].

Pri katalyze hydrolyzy kyseliny hyalurénovej sa pomocou hyaluroniddz zniZuje jej
viskozita, ¢im sa zvySuje priepustnost’ tkaniva. Preto sa hyalurénan pouziva v medicine ako
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nosicovy systém na dorucenie lieciv do Specifického miesta, a tym sa moéze lieCba urychlit
a/alebo zefektivnit’ [4].

Obr. 10: Stiepenie hyalurénanu: Mechanizmus reakcie vytesnenia enzymami Hyal u ludi. Katalyticky
mechanizmus iniciovany nukleofilnym atakom Glul49 z Hyal na karbonylovy kyslik N-acetylovej
skupiny v polohe Cl1 GlcNAc za vzniku oxokarboniového medziproduktu — Stiepenie f(1—4)
glykozidovej vizby. Naslednd hydrolyza oxokarboniového medziproduktu v polohe C1 vedie
k regenerdcii Glul49 pre dalSiu reakciu. Fragmenty HYA sa uvoliujii z aktivneho miesta
neredukujicich koncoch [37]

2.7  Mechanizmus u¢inku hyalurénanu v Pudskom tele

Hyaluronan hra v ludskom tele mnoho délezitych a pozitivnych uloh, ako je napriklad
hydratacia a elasticita pokozky, obnova kibov, alebo dobra priehl'adnost’ o&ného sklovca. Hoci
hlavny mechanizmus hyalurénanu nie je Gplne znamy, experimenty in vivo, in vitro a klinické
Stidie podrobne opisuji roézne fyzikalno-chemické a fyziologické ucinky exogénneho
hyalurénanu [4].

Hyalurénan ma mnozstvo fyzikalno-chemickych funkcionalit, ktor¢é moézu vykazovat
chondroprotektivne uéinky in vivo, atym padom ochranné uginky na kibova chrupavku.
Hyalurénan moze znizit’ nervové impulzy a nervovu citlivost’ spojenu s bolestou. Exogénny
hyalurénan podporuje aj syntézu endogénneho hyaluréonanu chondrocytmi a syntézu
proteoglykanov. Zaroven znizuje tvorbu a aktivitu prozapalovych mediatorov a meni spravanie
imunitnych buniek. Dalsie funkcie sa uplatiiuju v zachytavani reaktivnych volnych radikalov
kyslika, inhibicii migracie a agregicie leukocytov, makrofagov av reguldcii proliferacie
fibroblastov. Mnoh¢é z fyziologickych tuc¢inkov exogénneho hyalurébnanu sa viazu na
molekulova hmotnost’ jeho fragmentov [4].

Ako uz bolo spomenuté, hyalurénan je vysoko hygroskopicky a tito vlastnost’ sa povazuje
za dolezith pre hydrataciu tkaniv a udrzovanie osmotickej rovnovahy. Hyalurénan pdsobi aj
ako signalna molekula pri interakcii s povrchovymi receptormi a pri regulacii bunkovej
proliferacie, migracie, diferenciacie a génovej expresie. Rovnako je nevyhnutny pre
embryogenézu [4].
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2.8  Molekulové hmotnosti hyalurénanu a ich ulohy v 'udskom tele

Ako uz bolo spomenuté v kapitole 2.1, biologické ucinky hyaluronanu zavisia do vel’kej miery
od jeho dizky retazca, ¢ize od jeho molekulovej hmotnosti. Na zaklade molekulovej hmotnosti
sa hyalurénan podiela na vela fyziologickych procesoch, ako pri zapaloch, angiogenéze,
proliferacii, vyvoji embrya, pri migracii, adhézii, apoptoze buniek, diferenciacii buniek a pri
mnoho dalSich procesoch. Pri tychto procesoch sa zcastiuji receptory, ktoré reaguju
s hyalurénanom s réznou diZkou retazca a spustaja rozliéné signalne dréhy, pri¢om vysoko
a nizkomolekularny hyalurénan mézu spustat’ opa¢né odozvy [39].

Molekulovd hmotnost’ hyalurénanu zavisi od pdvodu biologického zdroja a metody
izolacie [34]. V zavislosti od jeho molekulovej velkosti mozno hyalurénan rozdelit' do
niekol’kych kategorii. Molekulova hmotnost’ oligosacharidov hyaluronanu (o-HYA) je menej
ako 10 kDa. Ako nizkomolekularny (LMW) hyalurénan sa povazuje retazec s molekulovou
hmotnost'ou medzi 10 az 250 kDa a ako hyalurénan so strednou molekulovou hmotnostou
(MMW) medzi 250-1 000 kDa. Za vysokomolekularny hyaluronan (HMW) sa povazuje
retazec s hmotnostou nad 1000 kDa, pricom hyalurénan s vel'mi vysokou molekulovou
hmotnost'ou (VHMW, >6 000 kDa) sa nachadza u ryposa lysého (Heterocephalus glaber), ¢o
vysvetl'uje jeho odolnost proti rakovine a dlhovekost’ [26].

Biopolymér hyaluréonanu ma za fyziologickych podmienok molekulovii hmotnost’ viac ako
10° Da a poskytuje bunkam $truktirnu kostru. Tento vysokomolekularny hyalurénan sa podiel'a
na prenaSani signalov regulujtcich rozne bunkové spravanie, ako je adhézia, mobilita, motilita,
rast atd. [38]. Extracelularne retazce hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnostou
(~10" Da) su podstatné pre hydraticiu tkaniva, inhibuji angiogenézu a taktiez pdsobia
protizapalovo a imunosupresivne. Nizkomolekuldrny hyalurénan interaguje s odliSnymi
receptormi, ktoré spust’aju signalne kaskady a reakcie v spravani samotnych buniek [40].

Hyalurénan s molekulovou hmotnost'ou 20-200 kDa plni tilohu pri ovulécii, embryogenéze,
hojeni ran (viaze fibrinogén) a pri regeneracii tkaniva [29]. V niektorych pripadoch, hyalurénan
s touto velkostou moze signalizovat” endogénne nebezpecenstvo. Hladiny hyalurénanu sa
mozu zvysit v okoli nadorovych buniek, pricom sa udrzujii normalne funkcie buniek [26].

HMW hyalurénan indukuje aktivaciu tyrozinkinaz v endotelovych bunkach [38]. HMW
hyalurénan ma antiangiogénne Uc€inky a inhibuje proliferaciu buniek hladkého svalstva ciev
blokovanim a udrziavanim buniek vo faze G1, zatial’ ¢o LMW hyalurénan podporuje bunkovy
cyklus vo faze G1 a bunkovu proliferaciu [26]. Pomerne nedavne $tadie ukazali, Ze znizenie
hladin hyalurénan syntaz a extrémne vysoké hladiny hyalurénanu potlacaja rast nadoru, o je
pravdepodobne spdsobené inhibiciou interakcii bunka-bunka alebo pristupom ligandu
k receptorom na povrchu bunky [38].

Hyalurénan o hmotnosti menej ako 500 kDa sa dokaze zhromazd'ovat’ okolo poranenych
tkaniv a podporuje produkciu cytokinov a chemokinov, ktoré su rozhodujuce pre aktivaciu
makrofagov [26]. Dalej, tento hyalurénan o hmotnosti menej ako 500 kDa vzbudzuje zapalové
gény, bunky karcinomu T-24 a eozinofilné granulocyty [41].

Zhao akol. [42] zistili, Ze nizkomolekularny hyalurénan o velkosti 117 kDa inhibuje
migraciu a Sirenie buniek rakoviny prsnika prostrednictvom receptora CD44. ZvySuje tiez
hladiny expresie E-kadherinu a potlac¢a expresiu vimentinu. Na druhej strane, 0 nie¢o mensi
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hyalurénan (35 kDa) ma opa¢né ucinky a napomaha bunkovej migraciu a Sireniu, zvySuje
expresiu vimentinu a zaroven redukuje expresiu E-kadherinu.

Nizkomolekularny hyalurénan o molekulovej hmotnosti 0,4—4,0 kDa p6sobi ako aktivator
proteinov teplotného Soku adokdze zabraiovat apoptdéze buniek. O nieCo VAacsi
nizkomolekularny hyalurénan (6-20 kDa) sa podiel'a na regulacii expresie prozapalovych
génov v dendritovych bunkach, imunostimula¢nu a angiogénnu aktivitu [26], [38]. LMW
polymér hyaluréonanu o velkosti 40—400 kDa aktivuje pomocou receptorov transkripcny faktor
NF-xB (nuklearny faktor kappa B) ovplyviujuci génovu expresiu pre endocytdzu, bunkovy rast
a smrt,, imunitu, pre embryonalny vyvoj atd’. [38].

Na rozdiel od HMW hyalurénanu, ktory vykazuje antiangiogénne vlastnosti, fragmenty
hyalurénanu o 3-10 disacharidov stimuluju proliferaciu a migraciu endotelovych buniek
iniciujtcich angiogenézu [26].

Biologicka funkcie roznych vel'kosti HA s zhrnuté v Tab. 2.

Tab. 2: Rozne molekulové hmotnosti HYA a ich funkcie v tele cicavcov [26], [38]
Mw HYA [kDa] Funkcia hyaluronanu

odolnost  proti  rakovine adlhovekost ryposa lysého

(Heterocephalus glaber),

nadmernd produkcia  inhibujte rast nddoru pravdepodobne potlacenim interakcii bunka-
HMW HYA bunka alebo pristupu ligandu k receptorom bunkového povrchu,

vVHMW

vyplha priestor bunky, funguje ako extracelularna molekula
prenasajuca signaly a reguluje rozne bunkové funkcie (bunkova
>10° (HMW HYA) adhézia, r,notilita, .ra,St?' Preste}vb? ,matrice pocas e’mbryoné}nej
morfogenézy. Aktivacia tyrozinkinadzy v endotelovych bunkach.
Znizuje zapalové reakcie v bunkach nosového epitelu. Inhibuje
proliferaciu vaskularnych svalovych buniek a fibroblastov,
stimuluje expresiu l'udského p-defenzinu2 vo vaginalnom
LMW (LMW HYA)  epiteli — vaginalna regeneracia po poraneni. Proliferacia
vaskularnych svalovych buniek a fibroblastov,

produkcia cytokinov a chemokinov na diferencidciu a aktivaciu

<500 makrofagov,
~500 antiangiogénna aktivita, Vypln priestoru, imunologicky depresant,
250 iniciuje zéapalové gény v rendlnych tubularnych epitelidlnych
bunkach, T-24 karcinomové bunky a eozinofily,
200 ovulécia, embryogenéza, hojenie ran, regeneracia tkaniva. Znizuje
proliferaciu, migraciu a invaziu buniek,
40-400 aktivéc_:ia transkripéného faktoru NF-kB ovplyviiujuci génovu
expresiu pre endocytozu,
620 imunostimulacnd a angiogénna aktivita. Expresia zapalovych

génov v dendritovych bunkéch,

inhibicia rastu buniek maligneho gliomu, nadorov in Vivo,
3-10 disacharidov rakoviny prsnika a hrubého c¢reva. Stimuluje proliferaciu,

migraciu endotelovych buniek iniciujacich angiogenézu.
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2.9  Vyuzitie hyaluronanu v medicine

Hyalurénan predstavuje moderny biomateridl pre Siroké vyuzitie v roznych oboroch. Vd’aka
jeho unikatnym Struktirnym a funkénym vlastnostiam ma uplatnenie v odboroch mediciny,
napr. v oftalmologii, ortopédii, regeneraénej medicine ai. Daliie uplatnenie nachadza
Vv odboroch dermatokozmetiky, farmadacie, bioinzinierstva, ¢i v oblasti biomedicinskych
aplikacii a zdkladného medicinskeho vyskumu. Samotny hyalurénan sa réznymi procesmi
upravuje, aby bol viacej pouzitel'nejsi pre viaceré aplikacie. Chemicky zosietovany hyaluronan
sa pouziva v oboroch ako je ortopédia, kardiovaskularna medicina a dermatologia [43], [44].

Hyalurénan sa vo velkej miere vyuziva na vyrobu lieciv, zdravotnickych pomodcok
a kozmetickych pripravkov, kde sa wuplatiuji jeho vlastnosti biodegradovatelnost
a biokompatibilita. Klinicky sa hyalurénan pouziva ako diagnosticky marker pre rakovinu,
reumatoidnu artritidu, pecenové choroby ai. Pre vyborné viskoelastické vlastnosti sa
hyalurénan vyuziva v o¢nej a plastickej chirurgii, pri artroskopickych operaciach, pri terapii
osteoartrozy, mocovej inkontinencie, pri endoskopickych operaciach a pod. [44].

Schvalenie pouzitia hyalurénanu v humannej medicine medicinskymi autoritami ako EMA
(the European Medicines Agency), ¢i FDA (Food and Drug Administration), vyzaduje splnenie
prisnych kritérii [45]. Vyvoj potencialneho lie¢iva alebo systému vyuziteI'ného v 'udskom tele
musi byt preto najprv testovany na vhodnych zvieracich modeloch a az nasledne prebiehaju
klinické skusky u pacientov s roznymi chorobami alebo s rakovinou [46], [47].

2.9.1 Tkaninové inZinierstvo

Tym, Ze hyaluronan je jednou zhlavnych zloZiek tkaniva, ma potencidlnu aplikdciu
Vv tkanivovom inZinierstve. Hyaluronan je rozpustny pri izbovej teplote, silno viaze vodu
a degraduje vel'mi rychlo. Tieto vlastnosti mézu zabranovat’ tvorbe podporného hyalurénového
leSenia pri hojeni poranenych tkaniv. Na prekonanie tychto vlastnosti bola navrhnuta Specidlna
priprava zosietovaného hyalurénanu, kde by sa chemicky modifikovali funkéné skupiny
hyaluronanu, karboxylova, hydroxylova a N-acetylova skupina [43].

Takyto chemicky zosietovany hyaluronan ma postacujice vlastnosti aj pre chrupavkové, ¢i
kozné inZinierstvo. Samotné zosietovanie robi hyalurdnan viacej stabilnym a spomal’uje proces
jeho degradacie in vivo [43].

Karboxylové funkéné skupiny na retazci hyalurénanu sa casto pouzivaji na zavadzanie
metylakrylatov pocas radikdlovej polymerizacii. Reakcia glycidyl metakrylatu s hyalurénom
vytvara konjugdt atiez napomaha fotochemické sietovanie hyaluronanu. Prave tieto
fotozosietované hydrogély hyaluronanu sa pouzivaji v réznych aplikéciach, ako je tkaninové,
chrupavkové ¢&i chlopiiové inZinierstvo. Stidie ukazali moznost’ rastu zaélenenych buniek do
chondrocytov na fotochemicky sietovanom hyalurénane, a tym padom moznost’ chondrocytov
vytvarat’ ¢i obnovovat’ chrupavku v poréznej sieti. Na podporu rastu buniek sa pouzivaji ko-
polyméry hyalurénanu s polypyrolom kvo6li jeho vodivostnym vlastnostiam [43].

Tym, Ze hyalurénan je biokompatibilny prirodny polymér, hyaluronové leSenia reaguji
priaznivo s prekrvenymi tkanivami, ¢i s inymi povrchmi. Napriklad, hyaluronan zosietovany
s divinylsulfonom (DVS) v pritomnosti buniek hladkého svalstva, v porovnani s bunkami
kultivovanymi na plastovych kultivaénych platniach, zvysil syntézu elastinu, kolagénu
a tkaniva aortalnej chlopne [43].
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Vnutromolekulovo a medzimolekulovo sietované hyaluronové hydrogély sa rovnako
pouzivaju v tkanivovom inzinierstve. V praxi sa pouzivaju laparoskopické a parenteralne
metoédy. Vyhodou tychto metdd je presnd aplikacia hyaluronanu do postihnutého miesta,
nasledne moze prebiehat’ zosietovanie in situ. Zosietovany hyalurénan sa dokaze naviazat’ na
tkanivo pomocou mechanickych, alebo chemickych metdd a vytvori sa kohézne rozhranie
medzi tkanivom a lesenim [43].

Stadie poukazali na zosietovany hyalurénan s nanocasticami poly(kyseliny mlie¢no-ko-
glykolovej) in situ, ktory ma aj potencial sa stat’ nosi¢ovym systémom lie¢ivych latok [43].

Hoci sa ukazalo, ze chemické zosietovanie a zosiet'ovanie in Situ je spol’ahlivou technikou,
potencidlna cytotoxicita pouzitych ¢inidiel a reakcii pri procese je stale otvorenou témou, ktort
treba dokladne Studovat’ [43].

2.9.2 Dermalna vypli

Vekom a kombinaciou vnutornych (napr. genetika) a vonkajsich environmentalnych faktorov
(slne¢né Ziarenie ai.), ako aj nepriaznivymi faktormi zivotného S§tylu (fajcenie, stres ai.),
dochadza k postupnému starnutiu pokozky a k tvorbe vrasok. Starnutie pokozky zapricinuje
zmeny na kozi, v midkkom tkanive a mnoho d’al$ich zmien, ¢o ¢asom sposobi rozklad tkaniva,
ryhy a defekty na tvari. Starnutie pokozky sa da rozdelit’ na vonkaj$ie a vnatorné [43].

Vnutorné starnutie zapri¢iniuje zmeny vo vrstvach koze, ako je napriklad zniZenie poctu
a aktivity melanocytov, dermdlnych papil, fibroblastov, krvnych ciev, Zirnych
a Langerhansovych buniek v epiderme, dalej dermalna atrofia, strata elastickosti koze
a zniZenie produkcie kolagénu typu I a Il [43].

Slnecné a UV ziarenie spOsobuje vonkajSie starnutie koZe. PoSkodzuje sa primarne
elastickost’ koze azniZzuje sa bunkovost. Opakované vystavenie pokozky nadmernému
ziareniu, dojde k degenerativnemu poskodeniu elastického tkaniva, k abnormalnemu rastu
elastickych vlakien a k zvySenej produkecii histiocytov, fibroblastov a mastocytov. Pri obidvoch
stiboroch faktorov starnutia dochadza k poklesu tvorby kolagénu a melanocytov a moze
dochadzat’ k pomal§iemu a hor§iemu hojeniu ran [43].

Pocas starnutia dochddza k poklesu mnozZstva hyalurénanu v epidermise. NizSia
koncentracia hyaluronanu vo vonkajSej vrstve koze vedie k strate hydratacie a pruznosti koze
a k rozvoju vrasok. Obnovenie elasticity a zjemnenie textury koze moze byt kompenzované
subkutannou aplikdciou alebo pridanim hyaluronanu do kozmetickych prostriedkov.
Hyalurénan mé6Ze byt obsiahnuty v r6znych forméach kozmetickych pripravkoch, ako st krémy,
pletové vody, Sampony, kondicionéry, kiipel'ové oleje, rize, ¢i balzamy na pery [44].

Dermalna vypli by mala spiiat’ niekolko kritérii. Vypli by mala byt dodasna, ale
S dostatocne dlho trvajicim efektom a S minimalnymi vedl'ajSimi UCinkami, bez alergickej
reakcie. Mala by byt I'ahko aplikovatel'na a s ¢o najnizSou bolest'ou [43].

Hyalurénan patri v sti¢asnosti medzi najviac pouzivané dermalne vyplne. Vd’aka moznosti
chemického zosietovania hyaluronanu sa jeho polcas rozpadu predlzuje. Treba vSak objasnit’,
ze hyaluronan nijak nereaguje a nie je sucastou kolagénu a nepodporuje svoju vlastnu tvorbu
v tele, ale iba jednoducho vypiia vrstvu koZe a redukuje, pripadne aj vyhladzuje vrasky [43].

Aby bol hyaluréonan pouzitel'ny ako dermélna vypln, je predtym potrebné ho upravit
pomocou chemickych reakcii. Viskézny roztok hyaluréonanu, sa chemicky zosietuje, ¢im sa
roztok premeni na slaby gél. Medzi bezne pouZzivané siet'ovacie ¢inidla v dermélnych vyplniach
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patria 1,4-butandioldiglycidyléter (BDDE) a divinylsulfon (DVS). Obidve ¢inidla reaguju
S hydroxylovymi funkénymi skupinami v hyalurobnovom retazci a poskytuji porovnatelné
vysledky. Tento hyalurénovy gél vytvara fyzikdlnu a chemickt bariéru, ktora zabrafuje
odvodnovaniu a predlzuje proces degradacie hyalurénanu v pokozke [43].

Medzi registrované hyaluronové vyplne patria Restylane®, Perlane®, Hylaform®, Captique™,
Juvéderm™ a mnoho d’al$ich. Hlavnymi rozdielmi medzi tymito dermalnymi vyplhami su:
primarny zdroj hyalurénanu, jeho koncentracia, velkost cCastic a stupeni zosietovania.
Obvyklym zdrojom hyaluréonanu st bud’ kohutie hrebienky, alebo baktérie. Koncentracia
hyalurénanu tiez hréa rolu v pripravku, lebo vysoko koncentrovany hyalurénan ma zvycajne
dlhsie trvajace Gcinky, ale jeho vysoka viskozita méze spoésobovat’ problémy pri subkutannom
podani tenkymi ihlami [43].

Hylaform® je sterilny, bezfarebny gélovy materil, zosietovany pomocou ¢inidla DVS
s velkost’'ou Castic okolo 500 um. P6vodnym zdrojom hyalurénanu st kohutie hrebienky [43].

Na rozdiel od Hylaform®, Capitique™ obsahuje hyalurénan ziskany technologickymi
metodami a nie zo zivociSnych zdrojov. Tym sa da predist imunologickym reakciam [43].

Restylane® obsahuje nezivo¢isny derivat hyalurénanu, ktory sa vyrdba mikrobialnou
fermentéaciou streptokokov a je len mierne zosietovany BDDE cinidlom s vel'kost'ou cCastic
okolo 400 um. Tento pripravok ma niz$i stupen zosietovania, ale vysSiu koncentraciu
hyalurénanu V porovnani s predchadzajucimi produktmi. Restylane® sa primarne pouziva na
korekciu vrasok, nosovo-tstnych zahybov, ryh medzi obo¢im a na zvécSenie pier [43].

Juvéderm™ je tiez obllibenou dermélnou vypliiou na trhu. Obsahuje vysoko zosietovany
hyaluronan ziskany mikrobialnou vyrobou pomocou baktérii Streptococcus equi. Hyaluronan
je sietovany Ccinidlom BDDE v prostredi fosfatového tlmivého roztoku. Koncentracia
hyalurénanu Vv pripravkoch méze byt v rozmedzi od 18 mg-g~* do 30 mg-g~* [43].

Sucasné pouzivané dermalne vyplne na baze hyalurénanu maju trvanie lie¢by od 3 az do
12 mesiacov. Na zniZenie procesu degradacie ana prediZzenie uginku liecby sa pouziva
vysokomolekuldrny alebo viacej zosietovany hyalurénan. Vyskum a vyvoj dermalnych
vypliiovych produktov sa v suCasnosti sustreduje na pripravky s jednoduch§$im podanim
a predizenym uc¢inkom liecby [43].

2.9.3 Liecba osteoartrozy

Osteoartroza je heterogénne ochorenie, pri ktorom dochadza k opotrebovaniu a k degradacii
kibovej chrupavky. Najdastejsie je postihnutd star$ia generacia I'udi (>65 rokov). Toto
ochorenie sposobuje velké bolesti synovialnej blany, okostice, $liach a svalov v okoli kibu.
Zhorsujuci sa priebeh ochorenia mdze dospiet’ az do imobility. Koncentracia a molekulova
hmotnost’ hyalurénanu u l'udi s osteoartrézou klesa [43], [48], [49].

Stucasné farmakologické a medicinske lieCebné pristupy sa zameriavaju na zmiernenie
bolesti pomocou jednoduchych analgetik alebo nesteroidnych protizapalovych liekov. V liecbe
sa vyuzivaju inhibitory cyklooxygenazy 2, pripadne sa indikuje intraartikularna lieCba
glukokortikoidmi a derivatmi kyseliny hyaluronovej. Ak nepoméha konzervativny spdsob
lieéby, spravi sa chirurgicky zakrok a nahradi sa povodny kib umelym [49], [50].

Osteoartroza sposobuje zmeny vo fyzikdlnych a chemickych vlastnostiach hyaluronanu,
atym padom stratu fyziologickych viskoelastickych vlastnosti synovidlnej tekutiny.
Synovialna tekutina obsahuje vysoku cast hyaluronanu a zbytok je chondroitin-4-sulfat
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(z glykozaminoglykanu), elektrolyty a malé organické molekuly. Synovidlna tekutina ma
vd’aka viskoelastickym vlastnostiam vyznamnu mechanickt funkciu. Viskoelasticita zavisi od
koncentracie a molekulovej hmotnosti hyalurénanu, od poctu kovalentnych vézieb a slabych
Van der Waalsovych interakcii v ramci molekuly a medzi molekulami. Tieto interakcie st
zavislé od molekulovej hmotnosti a koncentracie hyalurénanu a podiel’aju sa na jeho tvorbe
sietovej Struktary, ktora podmienuje viskoelasticitu synovialnej tekutiny [43].

Vnutrokibna terapia zahfia lie¢bu s produktami obsahujtcich hyalurénan, ako Hyalgan®,
Orthovisc®, Synvisc®, Supartz® a Euflexxa® Rovnako ako pri dermalno-vypliovych
vyrobkoch, méze zvySend koncentricia a stupein zosietovania hyalurénanu zintenzivnit
ucinnost’ liecby [43].

Niekolko klinickych $tadii ukazalo, Ze po trefom podani lie¢ivého pripravku Synvisc®
(zosietovany hyalurénan) dojde k ul'ave od bolesti az pocas obdobia Siestich mesiacov, pricom
pripravok Hyalgan® (roztok hyalurénanu sodného) dosahuje rovnakého vysledku az po Siestich
podaniach. Lie¢ivy pripravok Orthovisc® obsahuje vysoku koncentraciu hyalurénanu, ale ma
niz$iu viskozitu a porovnatelny u¢inok ako pripravok Synvisc® [43].

2.9.4 Hojenie ran

Hyalurénan hra velku ulohu aj pri lieCbe traumatickych poraneni. Pésobenim Specifickych
signalov sa jeho pritomnost v mieste rany zvysSuje a vdaka jeho vysokej molekulovej
hmotnosti, sluzi ako doCasna ochrana rany. Jeho Struktura a vlastnosti napomahaju difaziu
latok, zivin a odpadnych produktov z miesta poranenia. Jeden z najddlezitejSich procesov pri
hojeni je interakcia hyalurénanu s keratinocytmi, ktoré sa nachadzaju v epiderme koze
a produkuji keratin a pevné vlakna, pricom hyalurénan priamo ovplyviiuje proliferaciu
a migraciu tychto buniek [51].

Receptor CD44 aRHAMM vykonavaju niekol'ko doélezitych funkcii spojenych
S hyalurénanom pocas hojenia. V prostredi rany je receptor CD44 zodpovedny za degradaciu
hyalurénanu a za pritomnost’ fibroblastov, pricom receptor nasledne spusta kaskadu signalov,
ktoré napomahaji proces bunkového rastu a motility. RHAMM spolu s cytoskeletalnymi
proteinmi aktivuje proteinkinizy, ktoré stimuluji bunkovy pohyb, atym padom stimuluju
reparaciu tkaniva v mieste poranenia. Ukazalo sa, Ze RHAMM, rovnako ako receptor CD44,
stimuluje proliferaciu fibroblastov in vivo [51].

Hyalurénan plni ur€it ulohu prakticky v kazdom kroku procesu hojenia ran a jeho G¢inok
sa da urcit’ na zdklade jeho molekulovej hmotnosti. Vysokomolekuldrny hyalurénan stimuluje
protizapalové reakcie, zatial’ Co nizkomolekularny hyaluréonan ma vacsiu afinitu k receptoru
CD44 a indukuje zapalové procesy [51].

Bolo pozorované, Ze hyalurénan interagujuci s receptorom CD44 spomaluje pohyb, o
ovplyviiuje adhéziu neutrofilov k poSkodenym krvnym cievam v rane. CD44 sa nachadza na
povrchu leukocytov a aj na endotelovej vystelke krvnych ciev. Leukocyty putuji na miesto
poranenia a vylucuji proteazy na degradaciu tkaniva. Nadbytok hyalurénanu v krvi spdsobi
jeho naviazanie na receptor CD44, nachadzajuci sa na povrchu leukocytov a endotelu. Receptor
je zablokovany aje obmedzend, avSak nie zablokovana, migracia leukocytov do miesta
poranenia, ¢o sposobi zmensenie opuchu [51].

Existuje vel'a pripravkov obsahujticich hyalurénan na hojenie ran na tele. Farmaceuticka
spolo¢nost’ Contipro vyréba pripravky Hyiodine® a Sorelex® pouziteI'né na Pudsku pokozku.
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Hyodine® je antimikrobialny, antiadhezivny gél obsahujiici kyselinu hyalurénovu, ktory
pomaha pri hojeni poopera¢nych ran, ran po traze a skor hlbokych ako plytkych diabetickych
vredov [52], [53]. Jeho lubrikacné vlastnosti zabranuji adhézii obvizu k rane. Obsah jodového
komplexu v produkte chrani hyalurénan pred degradaciou bakterialnymi enzymami a suc¢asne
poskytuje antimikrobidlnu ochranu rany [44]. Sorelex® je antimikrobidlne krytie obsahujucej
hyaluronan sodny, ktory sa vyuziva primérne na prelezaniny, transplantovant kozu, diabetické
vredy a vredy predkolenia [54].

Pripravok Ialugen® Plus (firma IBSA) obsahujuci hyalurénan a strieborné soli sulfadiazinu
s antibakterialnymi uc¢inkami je dostupny v liekovej forme krému, alebo impregnovaného
obviézu a je urCeny na profylaxiu a liecbu infikovanych koznych 1€zii, ako st rany, odreniny
a popaleniny [44].

2.9.5 Oftalmologia

Vysokomolekuldrny hyalurénan je Strukturdlnou sucastou predného, vnutorného a zadného
segmentu oka. Nachadza sa v o¢nom sklovci, spojovke, rohovke, slznej Zl'aze a v tekutine
a vo vodnatom tkanive. Spolu s kolagénom vytvaraji vystuzené vlakna v sklovci, ktoré
dodavaju oku jeho pevny tvar, mechanicku stabilitu, a tym padom je umoznena diftizia latok
a zivin medzi okom a okolim. Najviac hyaluréonanu v I'udskom oku sa nachadza v membrane
sklovca (1 200 ug-ml), potom v centralnom sklovci (530 ug-ml™t) a najmenej v bazalnom
sklovci (250 pg-ml?) [55].

Hyalurénan napomaha liecbu suchého oka a pri Sedom zékale. Koncentracia hyalurénanu
v slzich sa méze pohybovat od 12 az do 1900 ng-ml™t. U ludi s chorobou suchého oka
a Sedého zdkalu sa koncentracia hyaluronanu moéze a nemusi rapidne menit. Pri ochoreni
suchého oka dochadza k zvysenému odparovaniu siz kvoli zniZzenej frekvencii zmurkania
a dysfunkcia slznych Zliaz sposobuje znizent sekréciu siz [55].

Hyalurénan sa vdaka jeho neobyc¢ajnym vlastnostiam osved¢il pri lie€be suchého oka.
Hyalurénan zvlh¢uje rohovku a spojovku a pouziva sa do ocnych kvapiek ako lubrikant. Tieto
ocné kvapky vytvaraji na povrchu oka slzny, ochranny film, ktory napomaha hydrataciu,
zniZzeniu zapalu oka a zniZeniu trenia medzi vieCkom arohovkou [56]. Koncentracia
hyalurénanu v oénych kvapkach sa pohybuje medzi 0,1-0,4 %. Produkt HYLO COMOD®
(Ursapharm) obsahuje 0,1 % hyalurénanu a pouziva sa pri miernych az stredne silnych
problémoch suchych o¢i, zatial' ¢o produkt HYLO® GEL (Candor Vision) obsahuje 0,2 %
hyalurénanu a je ur€eny na zavaznejsi priebeh ochorenia suchého oka [55].

Dal§im relativne &astym ochorenim oka je zeleny zakal. Toto ochorenie je spojené
S0 zvySenym vnutrooénym tlakom, zniZzenim koncentrécie hyalurénanu a s poSkodenim sietnice
a zrakového nervu. Bolo pozorované, Ze koncentracia hyaluronanu u zdravych pacientov €ini
okolo 545 pg-ml™, pri¢om u pacientov so zelenym zakalom je koncentracia hyalurénanu len
polovi¢nd — konkrétne tato $tudia uvadza priemernti hodnotu 298,4 pg-ml™t [55]. Liecba
zeleného arovnako aj Sedého zakalu zahfiia rozne chirurgické a laserové zakroky. Tieto
techniky zlepSuji drendz tekutiny v oku, ¢im sa znizi tlak. O¢né pripravky v gélovej podobe
obsahujtcich hyalurénan, sa pouzivaji pri operaciach Sedého zakalu na ochranu endotelu
rohovky. Existuje niekol’ko pripravkov na lie¢bu, a to Healon® vyrobeny z HMW hyalurénanu
(3,2-5,0-10° Da), Pe-Ha-Luron® a Pe-Ha-Blue® PLUS obsahujuci hyalurénan s molekulovou

31



hmotnostou 1,2-2-10° Da. Avsak tieto pripravky na baze hyalurénanu sa pomerne rychlo
absorbuju slzami/tekutinou sietnice (6 dni) a tato liecba sa da povazovat’ za kratkodobu [55].

Hyalurénan sa pouziva v oblasti kontaktnych SoSoviek uz vela rokov. Jeho ulohou je
udrziavanie vlhkosti na kontaktnych SoSovkach a znizenie drsnosti povrchu SoSovky. Kontaktné
SoSovky obsahujuce hyaluronan vykazuji zvysSenu retenciu povrchovej vody, znizujua adsorpciu
proteinov a spomal'uji vyparovanie siz. Hyalurénan naviazany na kontaktnych $oSovkach sa
zvycajne uvolnuje pocas prvych 2—3 hodin od zavedenia [57].

2.9.6 NosicCovy systém

V poslednej dobe sa podrobne Studovala aplikécia hyaluréonanu pri cielenom dodéavani lieciv,
vratane protirakovinovych lieCivych latok. Vzhl'adom na Specificki vdzbu hyalurénu
na receptory nachadzajuce sa na rakovinovych bunkach, ako aj vzhladom na jeho
biokompatibilitu, viskoelasticitu, neimunogenicitu a biodegradabilitu, sa stava hyaluronan
vhodnym nosi¢ovym systémom. Spolu s liecivou latkou vytvaraju konjugaty (komplexy), ktoré
maju riadené uvolfiovanie a cieleny uc¢inok in situ. Tieto konjugaty mozu byt navrhnuté tak,
aby dodali viacero lie¢iv do roznych miest v organizme v pozadovanej postupnosti a S vhodne
nacasovanym uvolfiovanim. Aby sa zabranilo rychlemu odburavaniu hyalurénanu v 'udskom
tele, pridavaju sa latky, ako napriklad nitroxidy, alebo inhibitory hyaluronidaz, ktoré zabrania
degradacii hyaluronanu inhibiciou aktivity hyaluronidazy [58].

Dermalne poddvanie lieciv

Fyziologickd funkcia casti epidermy, stratum corneum, pdsobi ako ochranna bariéra
a zabranuje prenikaniu molekul lie¢iva do koze pri dermalnom (lokalnom) a transdermalnom
(systémovom) podavani. Vyvoj hyaluronovych nosicovych systémov dodavajucich liecivé
latky zacielené na koZu sa zacina viac rozvijat’ len v poslednom obdobi [59].

Brown akol. [59]-[61] ukazali vo svojich in vitro studiach, Ze hyalurénan zvySuje
distribuciu  diklofenaku (nesteroidné antiflogistikum) v l'udskej koZzi aumoziuje jeho
Specifické umiestnenie a udrzanie v epiderme. Iné Stidie rovnako potvrdili tieto vysledky, Ze
hyalurénan znizuje perkutannu (cez koznll) absorpciu diklofenaku, ¢o naznacuje ukladanie
lieCivej latky v epiderme. Vysledky tychto studii boli podporené predklinickymi testami,
Vv ktorych bolo pomocou radioaktivne zna¢ené¢ho hyalurénanu zistené, ze hyalurdénan prenika
I'udskou kozou a napomdha transport diklofenaku do epidermy. Podobné vysledky sa daju
predpokladat’ aj s ibuprofénom, klindamycinom a cyklosporinom [59].

Nazdlne podavanie lieciv
Hyaluronan sa pri nazalnom podavani lie¢ivych latok pouziva ako zlozka vehikula a peptidov
na zlepSenie bioadhézie a penetracie s cielom zvysit’ biologickt dostupnost’ [59].

Castellano a Mautone (2002) [62] vo svojej Stadii zistili, ze hyaluronan dokaze viazat’ latku
xylometazolin, ktora poskytuje ulavu od upchatého nosa. Pri tejto lieCbe je podstatné, aky
molekuldrny hyalurénan sa pouzival na vytvorenie konjugatov s lieCivom, pretoze pozitivny
ucinok maju len vysokomolekularne hyalurénany (>300 kDa). Nizkomolekularny hyalurénan
nevykazuje Ziadny ucinok [59].
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Zaclenenie hyaluronanu do  mikrocasticovych aplikaénych  systémov  dodava
mukoadhezivne vlastnosti, pricom mikrocastice na baze chitosanu skor penetracné vlastnosti.
Systémy hyalurénanu a chitosanu vytvaraji pozitivny G¢inok na absorpciu lie¢iva [59].

Parenterdlne podavanie lieciv
Neimunogénny hyalurénan sa osvedcil ako nosicovy systém lieCiv na parenteralne podavanie.
Hydrofobna lie¢ivéa latka sa dokaze naviazat' do matrice hyalurénanu, alebo s nim vytvorit
konjugat. Tato metéda dodavania lieCiv sa pouziva na zacielenie lieCiva na Specifické miesto,
dosiahnutie trvalého uvoltiovania ana prediZenie retencie lietiva v organizme. Prikladom
takéhoto konjugétu je protirakovinova lieciva latka taxol s hyaluronanom, ktorej ucinok sa
in vitro $tuduje na bunkovych liniach rakoviny prsnika, hrubého ¢reva a vaje¢nikov. Akonahle
dojde k bunkovej absorpcii sprostredkovanej Specifickym receptorom, liecivo sa uvolni
z konjugatu, aby sa dosiahla efektivna koncentracia, ktora vedie k optimalnemu cytotoxickému
uc¢inku v rakovinovych bunkach [59].

Dalsie tudie ukézali, e hyalurénan dokaze konjugovat’ s rekombinantnym inzulinom, ¢o
mdze napomdct optimalizovat’ lie¢bu diabetes mellitus (cukrovky) apriblizit ju
k fyziologickému profilu vylu¢ovania tohto horménu v tele [59].

Lipozomadlne poddvanie lieciv

Niekol'ko prac ukazalo, Ze lipozomalne podéavanie lieCivych latok zvysuje ich rozpustnost
a predlzuje ich polcas rozpadu v tele. Lipozomalny obal sucasne poskytuje ochrannt bariéru
a brani neSpecifickym interakcidm lie€iva a tieZ predCasnej degradacii, alebo eliminacii lie€iva
z obehu. Vysledné lipozomy obsahujucich hyaluronan maju vyssiu stabilitu, funkciu a posobia
ako vhodné nosi¢ové systémy s predizenym uvoliovanim [59].

Peer a Margalit (2000) [63] zistili, ze lipozomalne pripravky modifikované hyalurénom
poskytuji porovnatel'nt, az lepSiu G€innost’ enkapsulacie lie€iv. V pripade lyofilizovanych
lipozémov, hyalurénan zabezpecuje kryoprotekciu a zlepsuje stabilitu pripravku v porovnani
s nemodifikovanym lipozomom. Vlastnost’ kryoprotekcie sa pripisuje schopnosti hyaluréonanu
nahradit’ vodikové mostiky, ktoré stabilizuja Struktaru lipozomov pocas suSenia mrazom
(lyofilizacie) [59].

Modifikovany hyalurénan bol uplatneny aj pri naviazani protirakovinového lieCiva
doxorubicin, ktory $pecificky cieli na rakovinové bunky, ktoré exprimuji receptor CD44 [59].

2.10 Sucasny stav rieSenej problematiky
Existuje vela publikéacii a §tadii zaoberajicich sa vyuZitim nativneho hyalurénanu ako
potencialneho nosic¢ového systému s cielenou distribuciou lie€ivych latok. Vd’aka vybornym
fyzikédlnym a chemickym vlastnostiam kyseliny hyaluréonovej sa tento polymér dostava do
popredia na klinické studie ako nosi¢ovy systém napr. protirakovinovych lieciv, ¢i inych.
Clanok autorov Michalicova a kol. [64] sa stal podkladom pre tuto diplomovu pracu. Vo
svojej publikacii popisuju sposob suSenia mrazom umoznujuci solubilizdciu hydrofobnych
molekul vo vodnom roztoku nativneho hyalurénanu. Metdéda prace bola zvolena v zavislosti na
moznosti pristupu k hydrofébnym oblastiam na hyalurénanu narusenim jeho hydrata¢ného
obalu. Ako hydrofébne latky, alebo tzv. indikatory interakcii s hydrofobnymi oblastami sa
pouzili fluorescenéné sondy pyrén aprodan s koncentraciou 2-:10* mol-dm= a perylén
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s koncentraciou 1-107* mol-dm™3. Zasobné roztoky hyalurénanu srdznou molekulovou
hmotnost'ou (106 kDa, 420 kDa a 1,46 MDa) boli pripravené v demineralizovanej vode
s koncentraciou 0,5 g-dm=3. Pre kazda fluorescenéni sondu boli nastavené Specifické
fluorescencné parametre. Vysledkom bolo potvrdenie Uc¢innosti metddy suSenia mrazom
zakomponovanim hydrofobnej fluorescencnej sondy do Struktury hyalurénanu. Tato praca sa
stala podkladom pre vyvoj biokompatibilnych a biodegradovateI'nych nosi¢ovych systémov pre
hydrofébne lieciva s cielenou distribiciou aktivnej liecivej latky z nativneho, chemicky
nemodifikovaného hyalurénanu. Potvrdenie tohto vysledku by sme radi docielili v tejto
diplomovej praci, pripadne by sme sa chceli pokusit’ zlepsit' metodu pripravy vzoriek a zvysit
stupent zlyofilizovania vzoriek.

V d’alsom ¢lanku autori Csapod a kol. [65] popisuju pripravu, Strukturalnu charakterizaciu
a kinetiku uvol'novania lie¢ivej latky z koloidnych nosi¢ovych systémov na baze hyalurénanu,
ktoré maju v sebe naviazané hydrofobne lie¢ivo ketoprofén. Bol vybrany hyaluronan
s hmotnostou 200-500 kDa abol zosietovany srdoznym pomerom zosietovania.
Hydrofobizovany hyalurénan bol vyrobeny modifikdciou polymérnych retazcov
cetyltrimetylamoniumbromidom (CTAB) pri rdéznych pomeroch hyalurénanu a CTAB.
Reologické testy boli urobené na nekoherentnych koloidnych systémoch hyalurénanu
a ketoprofénu. Vysledkom bolo, Ze 70 % zapuzdreného ketoprofénu sa rozpustilo
z zosietovaného hyalurénovového nosic¢a pri hmotnostnom pomere monoméru hyalurénanu
a CTAB 1:0,8. Touto stidiou autori poukézali na moznost’ modifikovaného hyaluréonanu byt
potencidlnym kandiddtom na kontrolované uvolnovanie lie¢ivych latok z hydrofobnych
molekul lie¢ivého pripravku.

Autori Bukhari akol. [66] v ¢lanku zhodnocujii najnovsi vyvoj, ucinnost’ a klinické
vyskumy hyalurénanu v kozmetickom priemysle na omladenie pokozky. Zistili, Ze pripravky
na baze hyalurénanu (gély, vyplne, krémy, pletové vody, séra, implantaty, a pod.) vykazuja
pozitivne U€inky proti vraskam, st vhodné ako vyplne koZe a na v§eobecné omladenie pokozky
tvare. Pred aplikaciou kyseliny hyalurénovej odportcaju lokalne aplikovat’ lidokain, ktory
zvy$uje compliance pacienta. Cisty hyalurénan, alebo v kombinacii s inymi ko-&inidlami,
dosiahol vysoku G¢innost’ aj pri napinani a elasticite pokozky a pri redukcii jaziev. Autori to
zhodnotili tak, ze aplikacia hyalurénanu vykazuje vynikajucu nutrikozmetick ucinnost’ a je
vhodnou primesou do kozmetickych produktov.

Autori Yoon a kol. [67] vo svojej Studii sa zamerali na vyuzitie hyalurénovych nanocastic
(HANP), ako nosiCovych systémov chloru e6 (Ce6), zameranych na fotodynamickeé
zobrazovanie a na terapiu nadorov. V jednom pripade boli HANP syntetizované chemickou
konjugaciou aminovanej kyseliny 5B-cholanovej, polyetylénglykolu (PEG) a zhasaca Ciernych
dier 3 (BHQ3) k polymérom hyalurénanu. V druhom pokuse vlozili Ce6 do HANP dialyza¢nou
metodou a vytvorili konjugat Ce6-HANP. Uginnost naplnenia dosahovala hodnoty vyssie ako
80 %. Vysledné¢ Ce6-HANP vykazovali stabilni nanoStruktiiru vo vodnom prostredi a rychly
acieleny prienik do nadorovych buniek. S pouZitim enzymu hyaluronidazy bolo mozZné
degradovat’ Ce6-HANP a uvol'nit’ Ce6 do cytoplazmy nédorovych buniek. Po intraven6znom
podani latky mySiam s nadorovym ochorenim, testovana latka Ce6-HANP efektivne dosiahla
nadorové tkanivo prostrednictvom mechanizmu pasivneho zacielenia a Specificky prenikla do
nadorovych buniek prostrednictvom receptora CD44 a hyaluronového receptora na povrchu
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nadorovych buniek. Po laserovom oziareni, Ce6 fluoreskoval a generoval singletovy kyslik vo
vnutri nddorovych buniek, ¢o viedlo k deStruktivnym procesom a u¢innému zniZeniu rastu
nadoru. Celkovo autori zistili, ze lie¢ivo Ce6-HANP je aplikovateI'né na in vivo fotodynamické
zobrazovanie asucasne na terapiu nadorov —je teda vysokoucinnym fotosenzitizérom pre
bioimaging a teranostické aplikacie.

Autori Vessot a Andrieu [68] sa vo svojej publikacii zaoberaji potencidlnym vyuZzitim
vybranych pomocnych organickych rozpustadiel (co-solvent) na vyrobu prasku
farmaceutickych latok pomocou susenia mrazom. Studovanym pomocnym rozptstadlom bol
terc-butylalkohol (TBA) vo vode. Tieto pomocné rozpustadla maji vyhody, ako napriklad
vel'mi kratky Cas sublimécie, nizka sublimacnd entalpia, vysoky tlak nasytenej pary, bod
topenia pri laboratornej teplote, vdcSia viskozita a pomerne nizka toxicita. KryStalickd
morfoldgia zmrazenych systémov pripravenych s TBA, Ze optimalne cykly suSenia mrazom su
stanovené za sucasné¢ho zohladilovania vplyvu zloZenia (obsah TBA), procesu mrazenia
(teplota nukledcie, rychlost mrazenia) a kroku sublimécie (teplota police, celkovy tlak
V pristroji), aby sa maximalizovali rychlosti suSenia a minimalizovali zvySkové mnoZzstva
rozpustadiel pri zachovani kvality lyofilizacného kolaca.

V podobnom ¢lanku, autori Wittaya-Areekul a Nail [69] identifikovali vyznamné premenné
ovplyviujuce hladiny TBA a izopropylalkoholu (IPA) v lyofiliza¢nych kolac¢och pripravenych
s vodou. Skumanymi parametrami boli fyzikdlny stav sacharozy a glycinu (kryStalicky
vs. amorfny), poCiato¢na koncentracia TBA, rychlost mrazenia, hrubka lyofilizacného kolaca,
teplota a trvanie sekundarneho susenia. Fazovy diagram rozpustadla TBA bol zostrojeny
pomocou dat ziskanych z diferencnej skenovacej kalorimetrie. NajdolezitejSim ukazovatelom
zvyskovej hladiny TBA bol fyzikalny stav rozpustenej latky. Lyofilizaény kola¢ obsahujtcich
glycin obsahoval vel'mi nizke hladiny zvySkového TBA (0,01-0,03 %) bez ohl'adu na rychlost’
zmrazovania, alebo na pociato¢nti koncentraciu TBA. V pripade lyofiliza¢ného kolaca
so sachar6zou boli zvySkové hladiny TBA priblizne o dva rady vysSie aboli vyznamne
ovplyvnené pociatocnou koncentraciou TBA  arychlostou mrazenia. Systémy
sachar6za/TBA/voda, ktoré boli rychlo zmrazené, obsahovali viacej zvySkového TBA, ako ked’
procesy mrazenia asuSenia neboli urychlené. Dalej utohto systému mala teplota a as
sekundérneho suSenia len minimalny vplyv na zvySkové hodnoty TBA v lyofilizaénom kolaci.
Bolo pozorované, Zze zvyskovy TBA pri nizkej pociato¢nej koncentracii TBA (cca 2 %) sa
zvySuje so zvacSujucou sa hribkou lyofilizacného kola¢a. Autori predpokladaju, ze je to
sposobené vplyvom mnoZzstva naplnenia na efektivitu rychlosti mrazenia.

Autori Gogineni a kol. [70] sa zaoberali stanovovanim zvyskového TBA v lyofilizovanych
lipozémoch. Lipozomalne systémy sa s obl'ubou vyuZzivaji vo farmaceutickom vyskume.
Metoda suSenia mrazom patri medzi najicinnejSie prostriedky na zlepSenie fyzikalno-
chemickych vlastnosti a stability lipozomov. Na stanovenie zvySkového pomocného
rozpustadla TBA bola v tejto praci pouzita plynova chromatografia. Autori zistili, Ze plynova
chromatografia je jednoduchou, vhodnou, dostato¢ne citlivou, reprodukovatel'nou a efektivnou
metodou s dobrou presnostou od 1 ppm na analyzu zvySkového TBA v lipozomalnych
lyofiliza¢nych vzorkach.

Autori Kasraian a DeL.uca v roku 1995 [71] publikovali ¢lanok, v ktorom opisuju pouZitie
diferen¢nej skenovacej kalorimetrie (DSC) na vytvorenie fazového diagramu systému TBA

35



a voda. Vyskytli sa dve eutektické body, a to pri 20% (eutektické zlozenie A) a 90% TBA
(eutektické zloZenie B). Pocas procesu susenie mrazom, TBA zmenil krystalova podobu I'adu.
Na vznik velkych ihlickovitych krystdlov l'adu bola potrebna pociato¢na koncentracia
3% TBA. Pridanie 10% TBA do systému viedlo k este jemnej$im ihlickovitym ladovym
krystalom. Pri eutektickych hodnotach (20 % a 90 % TBA) nebolo mozné zmrazent eutekticka
zmes rozlisit mikroskopom, pretoze eutektické krystaly boli velmi malé. 70% roztok TBA,
ktory zodpoveda bodu topenia Cistého hydratu TBA, vytvoril vel'ké krystaly hydratu. Vedci
zistili, ze rychlost’ subliméacie molekul TBA avody je zavisld od koncentracie TBA. Pri
koncentraciach pod 20 % TBA, molekuly vody sublimovali pomalsie, zatial ¢o pri
koncentraciach nad 20 % TBA, molekuly TBA sublimovali rychlejSie. Pri eutektickom
zlozeni A sublimovali molekuly TBA a vody rovnakou rychlostou. Diskutovali, ze to méze byt
spdsobené silnym pospajanim molekal TBA vo forme klatratu.

Autor Franks [72] opisuje vo svojej publikacii z roku 1998 parametre produktu a procesu
pre uspeSné suSenie mrazom a skiima ich vzijomné vztahy. Poukazuje na termochemické
a termomechanické vlastnosti vo vode rozpustnych amorfnych materidlov tvoriacich zaklad
efektivneho navrhu a vyvoja pre tvorbu vzoriek na susenie mrazom a zaroven s optimalnymi
vysledkami a s minimom pokusov a omylov.

Autori Tsinontides a kol. [73] vo svojom ¢lanku z roku 2004 sa venuju celkovému procesu
suSenia mrazom a kK jeho vhodnému nastaveniu, aby sa zachovali kvalitativne vlastnosti
produktu. Na zéklade pilotnych dat bol proces suSenia mrazom nastaveny pre meranie vo
vacsom vyrobnom meradle, aby sa identifikovali nastavené a testovacie hodnoty parametrov
procesu. Nastavenia boli pouzité v matematickom modeli na ur¢enie koeficientov prenosu tepla
lyofilizatora anasledné vyhodnotenie odolnosti cyklu pri  vdcSich prevadzkovych
podmienkach. Cyklus suSenia mrazom sa potom uspeSne demonStroval pri nastavenych
hodnotach cielovych parametrov.
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3 CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo pripravit’ systém na baze nativneho hyalurénanu, ako
vhodného nosi¢a pre lieCivé latky vyuZivajice hydrofobne interakcie medzi tymto
biopolymérom a modelovymi zlu¢eninami (Vv tomto pripade fluorescenénymi sondami pyrén,
perylén, prodan a DPH). Specifické ciele prace boli nasledovné:
e vykonanie literarnej reSer$e na zadant tému
e nastavenie podmienok suSenia mrazom POMOCOU Stanovenia najniz$ej moznej teploty
terc-butylalkoholu pre optimalizaciu suSenia mrazom — z hl'adiska napr. degradacie
vzorky, a) bud’ blizko Tg, b) alebo okolo eutektického bodu.
e priprava vzoriek s obsahom hyalurénanu a vybranych fluorescen¢nych sond, ktoré buda
podrobené suseniu mrazom
e vyhodnotenie u¢innosti suSenia mrazom pouzitim metdd infraervenej spektrometrie
a skenovacieho elektronového mikroskopu
e verifikacia interakcii modelovych zla¢enin s polysacharidom (hyalurénanom) pomocou
ustalenej a ¢asovo rozliSenej fluorescencnej spektrometrie.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

Pre experimentalnu Cast’ prace bol vybrany jeden nizkomolekularny hyalurénan so strednou
molekulovou hmotnostou 13 kDa avlhkostou 9,6 hm.% ajeden vysokomolekularny
hyalurénan so strednou molekulovou hmotnostou 1910 kDa a vlhkostou 13,27 hm. %.
V zadkladnych biomedicinskych vyskumoch a Vv predklinickych testoch sa pripravujua
a vyuzivaju hyalurénové nosi¢ové systémy s lieCivymi latkami, ako hydrofobne molekuly.
V tejto praci boli naopak pouzité, ako hydrofobne latky, fluorescenéné sondy pyrén, perylén,
N, N Dimetyl -6- propionyl -2- naftylamin (prodan) a 1 6 difenyl -1,3, 5 hexatrién (DPH)
alebo okolo eutektického bodu) terc-butylalkoholu pre uspesné suSenie mrazom a vhodné
nastavenie koncentracii hyalurénanu a fluorescenénych sond v roztoku vzorky. Spravne
nastavenie parametrov lyofiliza¢ného pristroja, aby bola lyofilizacia vzoriek ¢o najucinnejsia,
bolo rovnako doélezité ako priprava vzoriek.

4.1  Pouzité chemikalie

¢ Nativny hyalurénan, stredna molekulova hmotnost’ 13 kDa, vyrobca Contipro (CR);

e Nativny hyalurénan, stredna molekulova hmotnost’ 1 910 kDa, ¢. Sarze: 200117-3,
vyrobca Contripro (CR);

e Demineralizovana voda, vyrobca ELGA LabWater (UK);

e Acetdn (obsah 99,98 %), CAS: 67-64-1, ¢. sarze: PP/2020/07097, vyrobca Lach-Ner
s.r.o. (CR);

e Terc-butylalkohol (Obr. 11) (bezvody >99,5 %), CAS: 75-65-0, vyrobca Penta (CR);

e Pyrén (Obr. 11), CAS: 129-00-0, ¢. sarze: 430166/1, vyrobca Fluka Chemie GmbH
(Nemecko);

e Perylén (Obr.11), CAS: 198-55-0, ¢. Sarze: 384079/1, vyrobca Fluka Chemie
GmbH (USA);

e N,N-Dimetyl-6-propionyl-2-naftylamin (prodan) (Obr.11), CAS: 70504-01-7,
&. arze: BCBD8898V, vyrobca Sigma Aldrich (CR);

e 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién (DPH) (Obr. 11), CAS: 1720-32-7, ¢. Sarze:
MKCH8643, vyrobca Sigma Aldrich (USA);

e Koloidna suspenzia oxidu kremicitého vo vode Ludox® HS-40, CAS: 7631-86-9,
¢. Sarze: 102382114, vyrobca Sigma Aldrich (Nemecko).
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Obr. 11: Chemické struktury terc-butylalkoholu a fluorescencnych sond pyrén, perylén, prodan a 1,6-
difenyl-1,3,5-hexatrién (DPH) [74]-[78]
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4.2  PouZzité pristroje, programy a pomocky

e Parafilm® M, vyrobca Bemis® (USA);

o Striekackové filtre Whatman Puradisc 25, 25 mm, 1,0 pum Nylon, nesterilné, vyrobca
Cytiva (UK);

e PureLab® Classic, demineralizovana voda, vyrobca ELGA LabWater (UK);

e Analytickd vdha KERN, dielik 0,1 mg, vyrobca KERN (Nemecko);

e Diferen¢na skenovacia kalorimetria DSC Q2000 V24.11 Build 124, vyrobca
Thermal Analysis (UK);

e Softvér TA Uviversal Analysis, vyhodnocovanie dat z DSC,;

e Laboratorna susiaren s prirodzenou cirkulaciou vzduchu Ecocell®, vyrobca BMT
Medical Technology s.r.o. (CR);

e SP VirTis AdVantage Pro Lyofilizator s Intellitronics™ kontrolérom, vyrobca SP
Scientific (USA);

e Thermo Scientific™ Nicolet™ iS™ 50 FTIR Spektrometer, vyrobca ThermoFisher
Scientific (USA);

e Program OMNIC 9, vyhodnocovanie spektier z FTIR spektrometru;

¢ Quorum/Polaron SC7640 Auto/Manual High Resolution Sputter Coater, vyrobca
Quorum Technologies (UK);

e Skenovaci elektronovy mikroskop SEM ZEISS EVO® LS10, vyrobca CARL ZEISS
AG (Nemecko);

e Zobrazovanie SEM: Softvér ZEISS SmartSem, program SmartSEM User Interface;

e Prvkova analyza: Program AZtec, Oxford Instruments;

e FSS5 Fluorescenény spektrometer; vyrobca Edinburgh Instruments (UK);

e Softvér Fluoracle®, vyhodnocovanie merani z fluorescenéného spektrometra;

e Horiba Jobin Yvon Fluorocube fluorescencny spektrometer pre meranie ¢asovo
rozliSenej (time-resolved) fluorescencie; vyrobca HORIBA (Japonsko);

e Softvér Data Station v2.6, meranie ¢asovo rozliSenej fluorescencie;

e Softvér Decay Analysis v6.6, vyhodnocovanie a spracovanie dat z casovo
rozliSeného fluorescenéného spektrometru;

e Softvér Microsoft Office Excel 2016, spracovanie dat.

4.3  Postup pripravy vzoriek

Nezavisle boli pripravené vzorky pre diferencnti skenovaciu kalorimetriu avzorky prvej
a druhej série pre proces susenia mrazom (lyofilizacie). Zlyofilizované vzorky boli spracované
pre analyzu lyofiliza¢ného kolaca. Nasledne boli zlyofilizované vzorky upravené pre meranie
ustalenej a ¢asovo rozliSenej fluorescencie.

4.3.1 Priprava vzoriek pre diferen¢nu skenovaciu kalorimetriu

Priprava vzoriek prebiehala pri laboratornej teplote. Pripravovali sa vzorky Sroéznou
hmotnostnou koncentra¢nou radou TBA a deionizovanej vody do 12 cm? vialiek. Koncentracna
rada TBA bola urobena od 0-100 hm. % s krokom 10 %. Finalny objem (10 cm®) vzorky
v jednej vialke bol zvoleny tak, aby koncentracia hyalurénanu v roztoku &inila 0,5 g-dm™2.
Findlny objem TBA vo vzorke bol ziskany prepocitanim podl'a jeho hustoty na objem. Vzdy
jedna vzorka o danej koncentracnej rade TBA obsahovala jeden druh hyalurénanu.
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Pred zaciatkom pripravy vzoriek sa sklena flasa TBA ponorila do plastovej nadoby s teplou
vodou, kvoli jeho vlastnosti krystalizovat’ pod teplotou 25,5 °C. Pouzili sa praskové vzorky
hyalurénanov o dvoch molekulovych hmotnostiach a 0 uz zmeranych hodnotach vlhkosti.
Nésledne bola navazka hyalurénanu prepocitand na jeho vlhkost. Na analytickej véhe
s presnostou na 0,000 1 g bol navazeny vzdy jeden druh hyalurénanu (Tab 3). Do vialiek
s hyalurénanom bol podl'a Tab 3 napipetovany objem deionizovanej vody a vzorka sa nechala
premieSavat’ na magnetickom miesadle pokial’ sa hyaluronan tiplne nerozpustil. Doba mieSania
u LMW hyalurénanu (13 kDa) trvala 15 min a u HMW hyalurénanu (1 910 kDa) okolo 45 min.

Akonahle bol hyaluronan rozpusteny, napipetoval sa na zaklade Tab 3. dany objem TBA
a nechala sa celd vzorka mieSat’ priblizne 30 min pokial’ sa roztok uplne nezhomogenizoval.
Celkovy pocet vzoriek bol 22. Takto pripravené vzorky sa udrziavali v chladnicke do merania.

Tab 3: Vypocitané navazky 13 kDa a 1 190 kDa hyalurénanu (HYA) a objemy s réznou hmotnostnou
koncentrac¢nou radou TBA a deionizovanej vody vo vzorke

mHYA 13kDa mHYA 1910 kDa

cTBA[hM. %]  Vrea[cm®]  Vhwo [cm?]

[mg] [mg]

0 0 10,00 5;5 5T8
10 1,25 8,75 5;5 5?8
20 2,43 7,57 5;5 5T8
30 3,55 6,45 5;5 5T8
40 4,61 5,39 5;5 5?8
50 5,62 4,38 5;5 58
60 6,58 3,42 5;5 5T8
70 7,50 2,50 5;5 5?8
80 8,37 1,63 5;5 5T8
90 9,20 0,80 5L5 5T8
100 10,00 0 5;5 5?8

4.3.2 Priprava vzoriek pre proces suSenia mrazom

Vzorky pre proces suSenia mrazom obsahovali mimo TBA, deionizovanej vody a hyalurénanu,
aj fluorescen¢né sondy. Priprava vzoriek prebiehala pri laboratornej teplote vV dvoch séridch
lisiacich sa koncentraciami hyalurénanu a fluorescen¢nych sond.
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Prva séria vioriek
Na pripravu vzoriek prvej série sme sa odkazovali na postup pilotnej prace Michalicova a kol.
z roku 2017 [64].

Pre tato sériu vzoriek sa pouzili fluorescenéné sondy perylén a DPH v krystalickej forme.
Ich findlna koncentracia v roztoku ¢inila 10 mol-dm 3. Dalej bol pouzity LMW (13 kDa)
aHMW (1 910 kDa) hyalurénan o finalnej koncentracii v roztoku 0,5 g-dm 3. Jedna vzorka
obsahovala vzdy iba jednu sondu s jednym druhom hyalurénanu. Celkovy objem jednej vzorky
bol 50 cm®. Dohromady bolo pripravenych 14 vzoriek (dva hyalurénany x dve fluorescenéné
sondy x tri opakovania + dve slepé vzorky bez fluorescen¢nych sond).

Najprv bola opét’ navazka hyalurdénanov prepocitana na ich zmeranu vlhkost’ a nésledne boli
pripravené 300 cm?® zasobné roztoky LMW a HMW hyalurénanu. Na analytickej vahe bolo
navazenych do dvoch 600 cm? kadi¢iek 0,165 9 g 13 kDa hyalurénanu a 0,173 0 g 1 910 kDa
hyalurénanu. Do kadi¢iek bolo naliatych 300 cm® deionizovanej vody. Vsetko sa nechalo
mieSat’ na magnetickej mieSacke pokial’ sa hyaluronany nerozpustili. Doba mieSania u 13 kDa
hyalurénanu bola priblizne 30 min au 1910 kDa cca 60 min. Po¢as mieSania zasobnych
roztokov hyalurénanu boli pripravené roztoky s fluorescenénymi sondami.

Do $iestich 250 cm? kadiciek bolo na analytickej vahe navazenych 1,2 mg DPH a do d’alsich
Siestich 250 cm® kadi¢iek bolo navazenych 1,3 mg perylénu. Tieto sondy boli nasledne
rozpustené v 10 cm® acetéonu. Po rozpusteni sa dali vzorky so sondami aacetéonom do
laboratornej susiarni na 56 °C (bod varu acetonu) a aceton sa nechal odparit’.

Po odpareni aceténu sa do kadi¢ky so sondou nalialo 10 cm® TBA v kvapalnej forme
anechal sa miesat’ pokial’ sa vietka sonda nerozpustila. Potom sa nalial do vzoriek 40 cm®
13 kDa alebo 1 910 kDa zasobného roztoku hyalurénanu. Kadic¢ky so vzorkami sa prekryli
parafilmom. Takto finalny 50 cm?® roztok sa nechal miesat’ jeden.

Druha séria vzoriek

V tejto sérii vzoriek sa pouzili rovnaké fluorescenéné sondy ako Vv prvej sérii (perylén a DPH
Vv krystalickej forme) a k nim sa pridali fluorescenéné sondy pyrén aprodan. Ich findlna
koncentracia v roztoku bola 2:107® mol-dm 3. Dalej bol rovnako pouzity LMW (13 kDa)
aHMW (1 910 kDa) hyalurénan o finalnej koncentracii v roztoku 0,4 g-dm 3. Jedna vzorka
obsahovala vZzdy iba jednu sondu s jednym druhom hyalurénanu. Celkovy objem jednej vzorky
bol 50 cm®. Dohromady bolo pripravenych 10 vzoriek (dva hyalurénany x $tyri fluorescenéné
sondy x jedno opakovanie + dve slepé vzorky bez fluorescenénych sond).

Najprv bola opit’ navazka hyalurénanov prepocitand na ich vlhkost’ anasledne boli
pripravené 300 cm® zdsobné roztoky LMW a HMW hyalurénanu. Na analytickej vahe bolo
navazenych do dvoch roznych 600 cm? kadiciek 0,132 5 g 13 kDa hyalurénanu a 0,138 3 g
1 910 kDa hyalurénanu. Do kadi¢iek bolo naliatych 300 cm?® deionizovanej vody. Vsetko sa
nechalo mieSat’ na magnetickej mieSacke pokial sa hyaluréonany nerozpustili. Doba mieSania
u 13 kDa hyaluréonanu bola priblizne 20 min au 1910 kDa cca 50 min. Pocas mieSania
zasobnych roztokov hyalurénanu boli pripravené roztoky s fluorescen¢nymi sondami.

Koncentracia fluorescenénych sond v zasobnom roztoku bola zvolena na 5:1074 mol-dm.
Mnozstvo acetonu potrebného na rozpustenie sondy bola ziskana tak, aby koncentracia sondy
vo findlnom 50 cm?® roztoku ¢inila 2:107° mol-dm 3. Do dvoch 250 cm® kadigiek bolo na
analytickej vahe navazenych 5,8 mg DPH, do d’alSich dvoch 6,3 mg perylénu, do d’alSich dvoch
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5,1 mg pyrénu a do poslednych dvoch bolo navazenych 5,7 mg prodanu. Tieto sondy boli
néasledne rozpustené v 20 cm? aceténu. Po rozpusteni sa dali vzorky so sondami a acetéonom do
laboratérnej susiarni na 56 °C a aceton sa nechal odparit’.

Po odpareni aceténu sa do kadi¢ky so sondou nalialo 10 cm?® kvapalného TBA a nechal sa
miesat’ pokial’ sa vietka sonda nerozpustila. Potom sa nalialo do vzoriek 40 cm® 13 kDa, alebo
1 910 kDa hyalurénanu zo zasobnych roztokov. Kadicky so vzorkami sa prekryli parafilmom.
Takto finalny 50 cm? roztok sa nechal miesat’ jeden defi.

4.3.3 Priprava vzoriek na analyzu lyofiliza¢ného kolaca

Kadicky so zlyofilizovanymi vzorkami boli prekryté novym parafilmom, aby lyofilizacné
kolace neabsorbovali vzdusna vlhkost’. Kolace neboli nijak upravované pre meranie na ATR-
FTIR spektrometri a skenovacom elektronovom mikroskope. Vzorky boli skladované pri
laboratérnej teplote pokial’ neboli postupne premerané.

4.3.4 Priprava vzoriek pre fluorescencny spektrometer
Lyofilizacné kolace boli po suSeni mrazom upravené pre meranie na fluorescencnom
spektrometri. Uprava lyofiliza¢nych kola¢ov pre prvu a druhu sériu vzoriek sa lisila.

Uprava vzoriek prvej série
Priprava vzoriek na meranie na fluorescen¢nom spektrometri prebiehala podla postupu prace
Michalicova a kol. (2017) [64]. Finalna koncentracia fluorescenénej sondy v roztoku (vratane
slepych vzoriek) bola 5-107® mol-dm™ a koncentracia hyalurénanu ¢inila 0,025 g-dm 3.

Do vzoriek s lyofilizaénymi kolaémi bolo naliatych 50 cm® deionizovanej vody. Vzorky
prekryté parafilmom sa nechali mieSat’ 60 min pokial’ sa lyofiliza¢né kolace tplne nerozpustili.

Koncentracia fluorescenénych sond v zdsobnom roztoku bola zvolena na 10 mol-dm ™ Do
jednej 250 cm?® kadicky bolo navazenych 1,3 mg perylénu a do druhej 1,2 mg DPH. Tieto sondy
boli nasledne rozpustené v 10 cm?® acetdnu. Po rozpusteni sa dali vzorky so sondami a acetonom
do laboratornej suSiarni na 56 °C a aceton sa nechal odparit’.

Po odpareni aceténu sa do kadicky so sondou preliala vzorka (slepa vzorka) rozpusteného
lyofiliza¢ného kolaca v 50 cm? deionizovanej vody. Vzorka sa nechala miesat’ aspoii 60 min.

Pripravilo sa 14 50 cm® odmernych baniek. Z kazdého roztoku vzoriek sa odpipetovalo
2,5cm?® atych bolo napipetovanych do 50 cm® odmernej banky. Nasledne boli banky so
vzorkou doplnené po risku deionizovanou vodou a poriadne premiesané. Takto pripravené
odmerné¢ banky so vzorkou sa uschovavali prilaboratornej teplote, pokiall sa vzorky
nepremerali na fluorescencnej spektrometrii.

Uprava vzoriek druhej série

Lyofiliza¢né kola¢e po suseni mrazom obsahovali 0,4 g-dm™ hyalurénanu a 2-10~® mol-dm
fluorescen¢nej sondy. Aby boli vzorky vhodné na meranie na ustalenom fluorescené¢nom
a Casovo rozliSenom fluorescen¢nom spektrometri, tak sa do kazdej slepej vzorky pridal jeden
druh fluorescenénej sondy s koncentraciou radovo 10°® mol-dm 2 a koncentracia hyalurénanu
v roztoku bola uréena na 1,0 g-dm™>. V tejto praci bola zvolena finalna koncentracia sond
v roztoku 5-107° mol-dm 3.
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Do vsetkych vzoriek s lyofilizanymi kola¢mi bolo naliatych 20 cm? deionizovanej vody.
Vzorky prekryté parafilmom sa nechali miesat’ po dobu 60 min, pokial’ sa lyofiliza¢né kolace
uplne nerozpustili.

Koncentracia fluorescenénych sond v zasobnom roztoku bola zvolena na 5-10~* mol-dm™
Mnozstvo acetonu potrebného na rozpustenie sondy bola ziskana tak, aby koncentracia sondy
vo findlnom 20 cm? roztoku slepej vzorky &inila 2:107® mol-dm 3.

Do dvoch 250 cm?® kadi¢iek bolo navazenych 2,3 mg prodanu. Tato sonda bola nasledne
rozpustena v 8 cm? acetonu. Po rozpusteni sa dali vzorky so sondou a aceténom do laboratorne;
suSiarni na 56 °C a acetdn sa nechal odparit’.

Po odpareni acetonu sa do kadi¢iek s prodanom preliali vzorky (slepé vzorky s 13 kDa
a 1 910 Da hyalurénanom) rozpusteného kola¢a v 20 cm?® deionizovanej vode. Slepa vzorka so
sondou sa nechala miesat’ 60 min. V pripade zakalenia roztoku boli vzorky prefiltrované cez
mikrofilter s nylonovou membranou o velkosti pérov 1,0 pm do 22 cm? vialiek.

Bola pripravena d’al$ia perylénova slepa vzorka obsahujica perylén s deionizovanou vodou.
Malé mnozstvo perylénu sa nasypalo do 100 cm® kadic¢ky a zalialo sa cca 10 cm® acetonu.
Sonda sa nechala rozpustit’ v acetone. Po rozpusteni sa dala kadicka so vzorkou do laboratdrnej
suSiarni na 56 °C a aceton sa nechal odparit’. Po odpareni acetonu sa do kadicky s perylénom
nalialo 20 cm?® deionizovanej vody. Slepa vzorka s perylénom sa nechala mie$at’ po dobu
30 min. V pripade zakalenia roztoku boli vzorky prefiltrované cez mikrofilter s nylonovou
membranou o velkosti pérov 1,0 um do 22 cm? vialiek.

Zasobny roztok (slepa vzorka) pyrénu v deionizovanej vode s koncentraciou priblizne
107" mol-dm 3 bol uz pripraveny v laboratériu.

Takto pripravené vzorky sa uschovavali prekryté parafilmom pri laboratornej teplote, pokial
sa vzorky nepremerali na fluorescen¢nom spektrometri.

4.3.5 Priprava vzoriek na ¢asovo rozliSeny fluorescenény spektrometer

Na meranie na ¢asovo rozlisenom fluorescen¢nom spektrometri sa pouzili vzorky prvej a druhej
série, ktoré boli uz pripravené pre ustalenu fluorescencntl spektrometriu. Vzorky sa uz d’alej
neupravovali.

4.4  Postup merania
Aby sa mohli nastavit’ sprdvne parametre suSenia mrazom, bolo najprv podstatné stanovit
najnizSiu moznu teplotu TBA — z hl'adiska napr. degradacie vzorky, a) bud’ blizko Ty, b) alebo
okolo eutektického bodu.

Pripravené vzorky sa najprv zlyofilizovali a na lyofilizaénych kolac¢och boli vykondvané
d’alSie merania. Na vyhodnotenie u¢innosti procesu susenia mrazom boli vykonané nasledujuce
metddy merania: ATR-FTIR spektrometria, skenovaci elektronovy mikroskop, ustalend
a ¢asovo rozlisena fluorescen¢né spektrometria.

4.4.1 Proces merania na diferencnom skenovacom kalorimetri

Diferen¢na skenovacia kalorimetria (DSC) je termicka technika, pri ktorej sa meria rozdiel
mnozstva tepla potrebného na zvySenie teploty meranej vzorky areferencénej vzorky ako
funkcie teploty. Teplotny program pre DSC analyzu spociva v udrziavani aV linearnom
zvySovani teploty vzorky ako funkcie Casu. Meracia vzorka a referencnd vzorka sa pocas

43



experimentu udrziavaji na takmer rovnakej teplote. DSC sa vyuziva v §tidiu fazovych
prechodov ako je topenie, teploty sklenych prechodov, alebo exotermické rozklady. Pocas
tychto prechodov dochadza k zmene energie, alebo tepelnej kapacity [79].

Vzorky sréznou koncentra¢nou radou hm. % TBA s hyalurébnanom boli premerané na
diferencnom skenovacom kalorimetri DSC Q2000 V24.11 Build 124. Namerané data boli
analyzované v programe TA Universal Analysis. Integral tepelné¢ho toku poskytol kvantitativnu
informaciu o zmene entalpie pri fizzovom prechode v jednotkach J-g 2.

4.4.2 Proces suSenia mrazom

Principom susenia mrazom je difizna operacia vyuzivajuca principu vakuového sublima¢ného
suSenia, ¢ize proces prebiehajuci na rozhrani pevnej a plynnej faze. Voda sublimuje z pevnej
latky (adu) na plyn (paru), ked’ maji molekuly dostatok energie k naruSeniu Struktary. Dej
prebieha pri hodnotach teploty a atmosférického tlaku pod trojnym bodom rozpustadla. Aby
latka mohla nadobudnut’ akukol'vek konkrétnu fazu, teplota a tlak musia byt’ v rameci urcitého
rozsahu. V poéroch pevného materialu dochadza ku zdiel'aniu hmoty a tepla [80].

Metoda susenia mrazom sa sklada ztroch procesov, ato zmrazenia, primarneho
a sekunddrneho suSenia. Nastavenia parametrov tychto procesov patri k najdolezitejSim
krokom Kk spravnemu a tspesnému suseniu vzoriek mrazom. V procese mrazenia sa material
mrazi pod jeho eutekticky bod. Faza mrazenia je najpodstatnejSim krokom v procese susenia
mrazom, pretoze material sa moze 'ahko znicit, ak je zI¢ nastavenie [80].

Pocas fazy primarneho suSenia sa tlak v lyofilizatore zniZi a dodava sa dostatok tepla na to,
aby voda z materialu dokazala sublimovat’. V tejto faze suSenia je cca 95 hm. % vody
z materialu sublimovanych. Tento dej prebieha vo vakuu, ktory urychl'uje proces susenia [80].

Ciel'om sekundarneho suSenia je odstranenie nezamrznutych molekal vody na povrchu
materialu, ktoré neboli odstranené v primarnom suseni. V tejto faze sa narusuju vizby medzi
absorbovanou vodou a povrchom matrice. Na konci celého procesu suSenia mrazom je koneény
obsah zvyskovej vody v produkte okolo 1 az 4 hm. % [80].

Proces a podmienky suSenia mrazom pre vzorky prvej a druhej série sa lisili.

Proces suSenia mrazom pre vzorky prvej série

Na proces suSenia mrazom bol pouzity pristroj SP VirTis AdVantage Pro Lyofilizator
s Intellitronics™ kontrolérom. Pripravené vzorky na proces suSenia mrazom boli prekryté
parafilmom, ktory bol dostato¢ne prepichany kvoli zvySeniu uc¢innosti procesu susenia mrazom.
Kadicky so vzorkami sa naskladali do lyofilizatora, ktory sa uzatvoril a boli nastavené
nasledujuce parametre (Tab. 4 a Tab. 5):

Tab. 4: Nastavenia parametrov procesu mrazenia lyofilizatora pre vzorky prvej série. T predstavuje
teplotu vautri lyofilizdatora. Rampa predstavuje mnozstvo casu, potrebné k dosiahnutiu danej hodnoty
teploty kroku. Drzat predstavuje dobu, pocas ktorej sa udrzuje teplota kroku

Krok TI[°C] Rampa[min] Drzat [min] | Krok T[°C] Rampa[min] Drzat [min]
1 25 60 30 6 -13 45 60
2 2 45 10 7 -15 45 60
3 0 60 15 8 - - -
4 -5 30 15 9 - - -
5 -10 30 30 10 - - -
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Tab. 5: Nastavenia parametrov procesu suSenia lyofilizdatora pre vzorky prvej série. T predstavuje
teplotu vnutri lyofilizatora. Rampa predstavuje mnozZstvo casu, potrebné k dosiahnutiu danej hodnoty
teploty kroku. Drzat predstavuje dobu, pocas ktorej sa udriuje teplota kroku. Viakuum predstavuje

momentdalny tlak v lyofilizatore pocas daného kroku

o Rampa Drzat Vakuum o Rampa Drzat Vakuum

Krok T [°C] [mir% [min]  [mTorr] Krok T [°C] [mir?] [min]  [mTorr]
1 -15 15 60 200 7 -5 30 600 100
2 -15 15 240 180 8 -3 30 600 80
3 —14 15 300 160 9 -1 30 700 60
4 -13 10 300 140 10 0 30 600 40
5 -12 10 600 120 11 5 60 600 20
6 -10 10 600 100 12 20 120 800 20

Proces suSenia mrazom pre vzorky druhej série

Na proces suSenia mrazom bol pouzity rovnaky lyofilizator ako v prvej sérii. Pripravené vzorky

na suSenie mrazom boli prekryté parafilmom, ktory bol dostato¢ne prepichany kvoli zvySeniu
ucdinnosti procesu susenia mrazom. Kadic¢ky so vzorkami sa umiestnili do lyofilizatora, ktory
sa uzatvoril a boli nastavené nasledujuce parametre (Tab. 6 a Tab. 7):

Tab. 6: Nastavenia parametrov procesu mrazenia lyofilizatora pre vzorky druhej série. T predstavuje
teplotu vautri lyofilizdatoru. Rampa predstavuje mnoZstvo casu, potrebné k dosiahnutiu danej hodnoty
teploty kroku. Drzat predstavuje dobu, pocas ktorej sa udrzuje teplota kroku

Krok T[°C] Rampa[min] Drzat [min] | Krok T [°C] Rampa[min] Drzat [min]
1 2 60 30 6 -15 30 180
2 0 15 30 7 - - -
3 ) 30 15 8 - - -
4 -10 30 30 9 - - -
5 -12 30 60 10 - - -

Tab. 7: Nastavenia parametrov procesu suSenia lyofilizatora pre vzorky druhej série. T predstavuje
teplotu vnutri lyofilizatora. Rampa predstavuje mnozstvo casu, potrebné k dosiahnutiu danej hodnoty
teploty kroku. Drzat predstavuje dobu, pocas ktorej sa udrzuje teplota kroku. Vikuum predstavuje

momentalny tlak v lyofilizatore pocas daného kroku.

o Rampa Drzat Vakuum o Rampa Drzat Vakuum

Krok T [*C] [mir?] [min]  [mTorr] Krok T [*C] [mir?] [min] [mTorr]
1 -15 10 300 100 7 -9 30 600 200
2 -14 10 300 120 8 -5 30 600 250
3 -13 10 300 140 9 0 30 600 350
4 -12 10 300 160 10 1 30 300 400
5 -11 10 300 180 11 5 60 300 450
6 -10 10 300 200 12 20 120 300 500

4.4.3 Meranie vzoriek na ATR-FTIR spektrometri

Infracervend spektroskopia patri do skupiny nedesStruktivnych analytickych met6d. Metdda je

zaloZena na principe interakcie infraterveného Ziarenia (IR) s danou vzorkou. Zakladom IC
spektroskopie st atomové vibracie molekuly. Kazda molekula absorbuje Specifickt frekvenciu
a energiu IC Ziarenia a dochadza ku zmene rota¢no-vibraénych energetickych stavov molekuly
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Vv zavislosti na zmenach dipdlového momentu molekuly. Pri infracervenej spektroskopii
s Fourierovou transformaciou (FTIR) sa interferometricky signal z detektoru matematicky
prevedie na IC spektrum. Namerané spektrd su pasové, lebo zmena vibraéného stavu je
sprevadzana zmenou stavu rotacného. Technika zoslabeného uplného odrazu
(ATR — Attenuated Total Reflection) funguje na principe Gplného odrazu Ziarenia na fazovom
rozhrani vzorky a merajiceho ATR krystalu s vysokym indexom lomu [81].

IC oblast elektromagnetického spektra sa pohybuje vo vinovej dizke od 2 do 15 pm, pri¢om
sa rozdel'uje do troch oblasti: do blizkej IC (NIR) oblasti (12 800—4 000 cm™?), strednej IC
(MIR) oblasti (4 000-200 cm™) a d’alekej IC (FIR) oblasti (200—10 cm ™). Najviac pouzivana
MIR oblast’ poskytuje kvantitativnu analyzu, identifikaciu a charakterizaciu latok [82].

In§trumentacia a podmienky merania IC spektra na FTIR spektrometri znacky Nicolet™
ISTM50 FTIR Spektrometer boli pre vzorky prvej a druhej série a pre Cisty TBA rovnaké.
Meranie prebehlo pri laboratornej teplote. V programe OMNIC boli nastavené parametre
merania: vinoget 4000400 cm ™ s rozlisenim 8 cm™ a's celkovym poétom akumulovanych
skenov 32. ATR krystal bol pomocou buni¢iny ocisteny destilovanou vodou a etanolom. Ako
pozadie bol zaznamenany atmosféricky vzduch v laboratdriu. Po skontrolovani nastavenia a po
zaznamenani pozadia prebehlo samotné meranie vzoriek.

Na vycisteny ATR krystal bolo pomocou pinzety a Spachtle rovnomerne nanesené také
mnozstvo lyofilizaéného kolaca, aby pokryval celu plochu ATR krystala. Skontrolovalo sa
prilnutie vymenitel'nej hlavy pritlacného zariadenia na vzorku leziacu na ATR kryStali
a prebehlo meranie. Po skon¢eni merania sa ATR krystal ocistil od vzorky destilovanou vodou
a etanolom. Tento postup sa celkovo opakoval 24-krat.

Na vycisteny ATR krystal bola pomocou plastovej pipety kvapnutd jedna kvapka TBA
v kvapalnej forme a prebehlo meranie.

Namerané¢ data v programe OMNIC boli ulozené a exportované do softvéru MS Excel.
Namerané spektra boli upravené do grafu so zavislostou absorbancie (—) od vlno&tu (cm™2).

4.4.4 Meranie vzoriek na skenovacom elektrénovom mikroskope

Elektronovy mikroskop vyuZiva miesto viditelného svetla urychleny zvédzok elektronov
asustavu elektromagnetickych $oSoviek. VInova dizka urychlenych elektronov moze
dosahovat’ az 6 pm, o je o tri rddy mensie ako u viditeI'ného svetla, a to umoznuje o vel'a vicsie
zvacSenie obrazu. Vyuziva sa zvacSenie 3 000-300 000x. Skenovaci elektronovy mikroskop
(SEM) skuma, analyzuje a charakterizuje zloZenie a morfologiu Struktir s vysokou
rozliSovacou schopnostou. Tvorba obrazu v SEM vznika elastickou, alebo neelastickou
interakciou elektronovych lucov so vzorkou.

Najpouzivanej§i typom detektoru je detektor sekundarnych elektronov. Sekundéarne
elektrony sa pouzivaju hlavne na topograficku analyzu materidlu ako je vizualizacia povrchu
vzorky. Topograficky obraz zavisi od toho, kolko sekunddrnych elektronov detektor
zaznamena a je ovplyvneny zénou emisie sekundarnych elektronov. Sekundarne elektrony,
ktoré nezaznamena detektor, budu vytvarat’ tmavsie oblasti v kontraste ako tie oblasti, ktorych
elektrony zachyti detektor [83]

V tejto praci boli pri merani vzoriek na SEM zaznamenavané sekundarne a spétne odrazené
elektrony. Merané boli lyofilizacné kolace vzoriek. Pomocou pinzety a Spachtle sa naniesla
mala Cast’ vzorky na kovovy stojan. Stojany so vzorkami sa vlozili do naprasovacky znacky
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Quorum/Polaron SC7640 a pristroj sa spustil. Naprasovanie pre SEM je proces nanasania
ultratenkej vrstvy elektricky vodivého kovu, v tomto pripade zlata, na nevodivu, alebo slabo
vodivu vzorku. Po pokovovani boli stojany so vzorkami vlozené do elektronového mikroskopu
znacky SEM ZEISS EVO® LS10. Snimky boli zaznamenané pri zvicéseni 1 000x a 5 000x.
SEM obrazy boli spracované v programe SmartSEM User Interface. Prvkova analyza vzorky
bola vykonana u dvoch nahodnych vzoriek z prvej a druhej série. Na vyhodnotenie prvkovej
analyzy sa pouzil program AZtec, Oxford Instruments.

4.4.5 Meranie vzoriek na fluorescenénom spektrometri v ustalenom stave

Fluorescencia je typ luminiscencie, ktora je spOsobenda absorpciou foténov systémom
v zakladnom stave, ktory nésledne prejde to excitovaného stavu. Pri deexcitacii st systémom
emitované fotony o dlhsej vinovej dizke, ale o mensej energii, neZ absorbované Ziarenie [84].

Fluorescen¢ny spektrometer je zariadenie merajice parametre viditeIného a UV spektra
fluorescencie. Typ svetelného zdroja Casto zavisi od typu testovanej vzorky. Medzi najviac
pouzivané svetelné zdroje patria ortut'ové a xenonové vybojky [84].

Vnutri pristroja prechadza polychromaticky 1G¢ cez excitatny monochromator skladajuci sa
zo vstupnej a vystupnej Strbiny a zo zrkadiel. Podl’a polohy zrkadiel sa filtruje konkrétna vinova
diZka. Strbinami sa nastavuje intenzita la¢a vychadzajuceho z monochromatora [84].

Pri merani fluorescencie sa pouzivaju kremenné kyvety. Na kyvetu dopada
monochromatické Ziarenie, ¢o spdsobi exciticiu molekal vo vzorke. Ziarenie emitované
vzorkou prechddza cez emisny monochromator, ktory je umiestneny v 90°uhle od vzorky
vzhl'adom k excitaénému monochromatoru. Vinové dizky dopadajuceho Ziarenia s filtrované,
a len vybrané vlnové dizky st prepustené a zaznamenané detektorom. Ako detektor sa pouziva
fotonasobi¢ fungujici na principe fotoelektrického javu. Signdl je nasledne prevedeny na
elektricku informaciu. Vystupom merania je fluorescencné spektrum [84].

Na meranie ustalenej fluorescencie sa pouzil pristroj FS5 Edinburgh fluorescenény
spektrometer a dve kremenné kyvety, jedna pre perylén kvoli jeho vlastnosti sa viacej udrziavat’
na povrchu a tym padom kvoli moznosti kontaminacie d’alSich vzoriek, a druhd pre ostatné
fluorescenéné sondy. Meranie prebehlo pri laboratornej teplote. Priebeh merania u prvej
a druhej série vzoriek sa trocha 1isil.

Meranie prvej série vzoriek

Nastavenia parametrov merania zalezali na pouzitej fluorescencnej sonde vo vzorke. Pre vzorky
obsahujtcich perylén bol nastaveny emisny sken v rozmedzi 430-650 nm s krokom 1 nm
a excitovali sa pri vlnovej dizke 410 nm.

U vzoriek obsahujucich fluorescenéntt sondu DPH bol nastaveny emisny sken v rozmedzi
400-550 nm, pri¢om excitaény monochromator bol nastaveny na vlnovu dizku 350 nm.

Pred meranim sa kremenna kyveta vycistila destilovanou vodou a etanolom. Kyveta sa
vypléachla troSkou vzorky. Nasledne sa cela kyveta naplnila vzorkou, utreli sa strany kyvety
buni¢inou, Kyveta bola vlozena do kyvetového priestoru pristroja a prebehlo meranie. Po
skonéeni merania sa kyveta so vzorkou vyliala, umyla etanolom a destilovanou vodou,
vyplachla a naplnila sa druhou vzorkou a prebehlo d’alSie meranie. Vysledky boli exportované
do MS Excelu. Tento postup sa opakoval u vsetkych vzoriek.
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Meranie druhej série vzoriek

Nastavenia parametrov merania zalezali na pouzitej fluorescencnej sonde vo vzorke. Pre vsetky
vzorky obsahujucich perylén bol nastaveny emisny sken v rozmedzi 430-700 nm s krokom
1 nm a excitovali sa pri vinovej dizke 410 nm. Excitany sken bol nastaveny na rozsah 310—
360 nm s krokom 1 nm a emisny monochromator na vlnova dizku 392 nm.

U vsetkych vzoriek obsahujticich sondu pyrén bolo emisné spektrum merané v rozsahu 360—
530 nm a excitovali sa pri vinovej dizke 335 nm. V tomto spektre boli sledované intenzity
prvého (373 nm) a tretieho (383 nm) maxima. Excitaény sken bol merany pri rozsahu vinovych
dizok 310-360 nm a emisny monochromator bol nastaveny na vinovi dizku 392 nm.

Pre vsetky vzorky so sondou prodan bol emisny sken merany v rozsahu 380-650 nm
skrokom 1nm aexcitatny sken vrozsahu 310-360 nm. Excitaény monochromator bol
nastaveny na vlnovu dizku 360 nm a emisny na 392 nm.

Meranie vzoriek obsahujucich sondu DPH mali nasledujice nastavenia: emisny sken bol
nastaveny v rozsahu 400-600 nm aexcitatny sken v rozsahu 310-360 nm, excitaény
monochromator bol nastaveny na vinova dizku 385 nm a emisny monochromator na 392 nm.

Pred meranim sa kremenna kyveta vycistila destilovanou vodou a etanolom. Kyveta sa
vyplachla troskou vzorky. Nasledne sa celd kyveta naplnila vzorkou, utreli sa strany kyvety
buni¢inou, Kyveta bola vlozena do kyvetového priestoru pristroja a prebehlo meranie. Po
skonéeni merania sa kyveta so vzorkou vyliala, umyla, vyplachla a naplnila sa druhou vzorkou
a prebehlo d’alSie meranie. Vysledky boli exportované do MS Excelu. Tento postup sa opakoval
u vSetkych vzoriek.
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Obr. 12: Vzorka druhej série obsahujiica rozpusteny lyofilizacny kolac s perylénoma 1 910 kDa
hyaluronanom v deionizovanej vode

4.4.6 Meranie vzoriek na ¢asovo rozliSenom fluorescenénom spektrometri
Casovo rozlisena fluorescenéna (TRF) spektrometria dopliiuje informacie o fotofyzikalnych,
fotochemickych a fotobiologickych vlastnostiach vzorky, ktoré sa metodou ustalenej
fluorescencnej spektrometrie nedaji ziskat. Pomocou tejto metdody je mozné skimat
dynamické procesy Studovaného materidlu a merat’ doby zivota excitovanych stavov
fluoroforov vzorky, ur¢it’ vplyv prostredia na registrovany signal a Studovat’ interakcie
v roztoku [84].

Existuju dve fundamentalne ¢asovo rozliSené techniky, a to pulzna metéda a metdda fazovo
modulovaného budiaceho Ziarenia. Principom pulznej fluorescencnej spektrometrie je excitacia
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vzorky tzkym, kratkym pulzom svetla a zaznamenanie exponencialnej krivky odpovedajuce;j
zavislosti intenzity emisie od ¢asu [85].

Fézovo modulovana fluorescencné spektrometria pouziva sinusovo modulované ziarenie pri
roznych frekvencidch a vytvéara tzv. harmonicktl odozvu vzorky, ktord vznika Fourierovou
transforméciou odozvy pulzu. VsSeobecne plati, Ze fazovo modulovana fluorescencna
spektrometria funguje vo frekven¢nej doméne a pulzna fotometria v ¢asovej doméne [84], [86].

Casovo rozlisené fluorescenéné zdznamy boli merané na fluorescenénom spektrometri
Horiba Jobin Yvon Fluorocube a meranie prebiehalo pri laboratornej teplote. Bol pouzity
softvér Data Station v2.6 na meranie ¢asovej fluorescencie. Nastavenia parametrov pri merani
vzoriek prvej a druhej série sa trocha lisili.

Pred meranim bolo podstatné vybrat’ a pripojit’ k pristroju spravnu diddu, ktorad ma podobnu
excitaéni vlnova dizku ako pouzité fluorescenéné sondy. Emisny monochromator sa
nastavoval podl'a pouzitej fluorescenénej sondy a na meranie signalu lampy (promptu) sa
pouzivala vinova dizka pouzitej diédy. Prompt je krivka zodpovedajiica najkratsiemu moznému
casu dohasinania, ktory je mozné na danom pristroji merat. Ako prompt k meraniu signalu
diédy bola pouzitd koloidna suspenzia oxidu kremicitého vo vode (Ludox®). Hodnota TAC
(Time-to-amplitude convertor) sa zadava zvy¢ajne ako 20-nasobok odhadovanej dizky Zivota
excitovaného stavu. Filtre sa pouzivali v tom pripade, ked’ hodnota softvérového ukazovatela
percentualneho zat'azenia detektoru (o) presahovala 2 %, ¢o by mohlo velkym mnozstvom
dopadajucich fotonov poskodit’ detektor. Maximalna hodnota poétu fotonov (counts) zalezala
na rychlosti merania, ale zvycajne dosahovala hodnoty poctu 1000 a5 000 fotonov. Na
meranie sa pouzila jedna kremenna kyveta pre perylén a druha kyveta pre ostatné sondy.

U vzoriek s DPH bola pouzitd didda s vinovou dizkou 361 nm, ale vzorky sa nedali
zmerat’ — Signal pri réznych obmenach nastavenia parametrov sa stale rovnal nule (vid’ kapitola
5.5.4 v ¢asti Vysledky a diskusia).

U vzoriek s prodanom bola pouzitd didda s vlnovou dizkou 361 nm. Tab. 8 obsahuje
nastavené parametre pre rozne vzorky s prodanom (Strbina, emisny monochromator,
oneskorenie (delay), frekvencia f, TAC, pocet fotonov).

Tab. 8: Nastavenia parametrov pre vzorky obsahujucich fluorescencnii sondu prodan na casovo
rozlisenej fluorescencnej spektrometrii. Meranie predstavuje druh meranej vzorky (meranie normdalnej
vzorky a slepej vzorky/blanku)

M Merané
w e v
Hya C© HYQ vzorky Strbina Emisia  Delay f [MHzZ] TAC chet
[kDa] [g-dm™]  normal/ [nm] [ns] [ns]  fotonov
blank
13 0,4 Normal 16 530 70 1 50 5000
1910 0,4 Normal 16 530 70 1 50 5000
Blank 530 5000
13 0.4 Blank 32 555 70 1 >0 1 000
1910 0,4 Blank 32 530 70 1 50 1 000

U vietkych vzoriek s perylénom bola pouziti didda s vinovou dizkou 389 nm. Boli
nastavené nasledujuce parametre (zhrnutie, Tab. 9):
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Tab. 9: Nastavenia parametrov pre vzorky obsahujucich fluorescencni sondu perylén na casovo
rozlisenej fluorescencnej spektrometrii. Meranie predstavuje druh meranej vzorky (meranie exciméru,
normdlnej vzorky a slepej vzorky/blanku)

Merané
Mw vzorky . y
HYA [C _Z';_Ag] excimér/  Strbina E[Tr'rf]'a D[fl's"’]‘y f [MHz] {ﬁs(]: f(i‘(’)ff;
[kDa] g normal/ M
blank
Normal 8 440
1910 0,4 Fxoimér 12 530 65 1 100 5 000
Normal 8 440
13 0,4 Excimér 16 580 65 1 100 5000
Blank 16 440
1910 0,5 Excimér 32 580 65 1 100 5000
blanku
Normal, 3
13 0,5 opakovania 16 440 65 1 100 5000
Excimér 580 1000
Normal, 3
1910 0,5 opakovania 16 b 65 1 100 UL
Excimér 580 1000
Blank 440
- - Excimér 32 65 1 100 5000
580
blanku

Neboli ziskané vhodné vysledky vzoriek obsahujucich sondu pyrén z ¢asovo rozliseného
fluorescenéného spektrometru (vid’ kapitola 5.5.1 v ¢asti Vysledky a diskusia).

Postup merania spocival vtom, ze kremennd kyveta sa vycistila destilovanou vodou
a etanolom. Kyveta sa vyplachla troskou vzorky. Nasledne sa celd kyveta naplnila vzorkou,
utreli sa strany kyvety bunicinou, kyveta sa vlozila do kyvetového priestoru pristroja a prebehlo
meranie. Po skonceni merania sa kyveta so vzorkou vyliala, umyla etanolom a destilovanou
vodou, vyplachla anaplnila sa druhou vzorkou. Nésledne prebehlo d’alSie meranie. Tento
postup sa opakoval u vsetkych vzoriek. Vzorky s perylénom mali vlastni kremennu kyvetu.

Na vyhodnocovanie a spracovanie dat z TRF spektrometru sa pouzil softvér Decay Analysis
v6.6. Samotné vyhodnotenie TRF sa riadi matematickymi kritériami, hodnotou chi-kvadrat
testu, analyzou rezidui, a aj predpokladanym spravanim sa vzorky v situaénom kontexte. Chi-
kvadrat (y?) test dobrej zhody je statisticky test pouzivany na skiimanie Struktiry dat
a posudenie, ¢i ziskané data zndhodnej vzorky (pozorované pocetnosti) pochadzaju
z konkrétneho pravdepodobnostného rozdelenia (o¢akavané pocetnosti).

Analyza rezidui je stcast diagnostiky modelu v regresnej analyze, ktora pre odhad
parametrov modelu vyuziva metédu najmensich Stvorcov. Rezidua su rozdiely medzi
predpovedanymi a pozorovanymi hodnotami. Rezidua teda predstavuju ta Cast’ valida¢nych
udajov, ktortt model nevysvetlil. Body analyzy rezidui st okolo modelu rozmiestnené ndhodne
a priblizne rovnomerne. Na tomto principe sme robili analyzu rezidui (fitovali) v tejto praci.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Vysledky terc-butylalkoholu z diferen¢nej skenovacej kalorimetrie

Existuju dve normy zobrazenia smeru zmien tepelného toku a prave preto sa do DSC zaznamu
vzdy uvadza orientacia zmien. V tomto pripade sa meranie riadilo normou International
Confederation for Thermal Analysis (ICTA), podl'a ktorej st endotermické zmeny znazornené
dole a exotermické smerom hore.

Z DSC zéznamov vzoriek sa bral do tivahy pik predstavujuci endotermické zmeny. Integral
tepelné¢ho toku poskytoval kvantitativnu informaciu, t.j. zmenu entalpie pri fizovom prechode
v jednotkach J-g~1. Zaznamendvala sa teplota a entalpia topenia (endotermicka zmena).

Na Obr. 13 je znazorneny DSC zaznam vzorky s 13 kDa hyalurénanom a 0 hm. % TBA.
Z grafu sa da pozorovat’ pociatok topenia zmesi pri teplote —1,19 °C s maximalnou teplotou
piku 2,62 °C a s entalpiou topenia 330,8 J-g1. V pripade tejto vzorky, teplota piku 2,62 °C bola
tou najvyssou zo vsetkych vzoriek s roznymi hm. % TBA.
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Obr. 13: DSC zdznam vzorky s 13 kDa hyaluronanom a 0 hm. % TBA. Zavislost tepelného toku od
teploty procesu. Exotermické zmeny su zobrazené pikom smerom hore a endotermické pikom dole

Na Obr. 14 je uvedeny DSC zaznam vzorky s 13 kDa hyalurénanom a 60 hm. % TBA.
Tento graf bol kl'ucovy k stanoveniu najnizSej moznej teploty (blizko Tg, alebo okolo
eutektického bodu) TBA pre Uspesné suSenie mrazom. Z grafu sa d4 pozorovat’ pociatok
topenia zmesi pri teplote —12,47 °C s maximalnou teplotou piku —0,01 °C a s celkovou
entalpiou topenia 166,39 J-g~*. Dva mensie piky pri teplote piku —10,72 °C a —6,43 °C stvisia
S jednotlivymi typmi subpopulacii vody, tzn.water subpopulations (quasi-crystalline
and solid-like) [87]. V pripade tejto vzorky, teplota pociatku topenia —12,47 °C bola tou
najniz§ou zo vsetkych vzoriek Srdéznymi hm. % TBA, ¢o bolo podstatnou teplotou pri
nastavovani parametrov procesu suSenia mrazom. K d’alSim meraniam sa pouZzivala
zaokruhlen4 maximalna teplota —15 °C (z teploty —12,47 °C).

Zhriwjuca tabulka vysledkov merania teploty a entalpie topenia zmesi TBA s rdéznou
hmotnostnou koncentraciou a hyaluréonanu vo vode v procese endotermickej zmeny z DSC je
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uvedena v kapitole 9, Priloha 1.
ale neovplyvnilo to vysledky.

Pri merani vzorky so 70 hm. % TBA doslo k chybe merania,
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Obr. 14: DSC zdznam vzorky s 13 kDa hyalurénanom a 60 hm. % TBA. Zavislost tepelného toku od
teploty procesu. Exotermické zmeny sii zobrazené pikom smerom hore a endotermické smerom dole

5.2  Proces suSenia mrazom

Priprava vzoriek na susenie mrazom sa konala v dvoch sériach sroznou koncentraciou
hyalurénanu a fluorescenénej sondy. Rovnako sa série vzoriek mierne lisili v nastaveniach
procesu suSenia mrazom. Vzorky boli nami pozorované pocas vsetkych krokov susenia mrazom
a dohliadali sme na spravny spOsob procesu. Boli pozorované jemné zmeny tvorby
lyofiliza¢nych kolacov v procese susenia mrazom u prvej a druhej série vzoriek.

5.2.1 Vysledky procesu suSenia mrazom prvej série vzoriek

Prva séria vzoriek obsahovala 0,5 g-dm™3 hyalurénanu a 104 mol-dm ™2 fluorescenénej sondy.
Prva séria vzoriek sa tiez liSila od druhej série nastavenim procesnych krokov a tlakov
lyofilizatora.

Proces mrazenia prvej série vzoriek sa skladal zo siedmych krokov a zacinal na 25 °C
a koncil pri —15 °C. Tento proces dohromady trval 535 min (podrobnosti nastavenia, Tab. 4).
Na rozdiel od druhej série, vzorky prvej série sa najprv oteplili v prvom kroku mrazenia na bod
topenia TBA 25 °C, kvéli pripadnému tuhnutiu TBA pod teplotu 25 °C, a nasledne sa zacali
vzorky mrazit’ az na hodnotu —15 °C v Siestich krokoch. Maximéalna teplota mrazenia —15 °C
bola stanovena na zdklade vysledkov TBA zmerané¢ho na DSC.

Proces suSenia vzoriek prvej série bol rozdeleny do 12 krokov. Prvy krok suSenia bol
nastaveny na teplotu, pri ktorej skoncil proces mrazenia, ¢ize na—15 °C. Dvanasty, finalny krok
suSenia mrazom bol nastaveny na 20 °C. Stupanie teploty pri suSeni nema takl intervalova
pravidelnost’ ako ma proces susenia vzoriek druhej série. Cely proces susenia trval 6 375 min,
¢o je takmer Styri a pol dna. Na rozdiel od druhej série vzoriek sa tlak v lyofilizatore pocas
celého procesu suSenia znizoval. Zacinal na 200 mTorr a skonéil na 20 mTorr (podrobnosti
krokov st v Tab. 5).
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Pri vizualnom posudeni mali lyofilizaéné kola¢e po suSeni mrazom paperovity vzhl'ad
s vlaknitou Struktirou, avSak obsahovali aj frakcie vzajomne prepletenych vlakien
a kompaktnejsie Casti, ¢o naznacuje, ze kolace mohli obsahovat’ zvysok rozptastadla. Tym, ze
sme Vv procese primarneho susenia znizovali tlak, mohlo vplyvom zmeny podmienok dojst
k degradacii vzoriek. Kolace obsahujuce fluorescenént sondu perylén boli zafarbené do Zlta.
Lyofiliza¢né kolace prvej série vzoriek st pozorovatel'né na Obr. 15.

Obr. 15: Lyofilizacné kolace prvej série vzoriek po skonceni susenia mrazom

5.2.2 Vysledky procesu suSenia mrazom druhej série vzoriek

Druhé séria vzoriek obsahovala menej hyalurénanu ako prva séria, konkrétne 0,4 g-dm3,
a tiez niz8iu koncentraciu fluorescenénej sondy (2:107® mol-dm™3). Druh4 séria vzoriek sa od
prvej série lisila aj nastavenim krokov mrazenia a su$enia.

Proces mrazenia druhej série vzoriek sa skladal zo Siestich krokov. Proces zacinal pri 2 °C
a kon¢il pri —15 °C. Tento Sestkrokovy proces trval 540 min (podrobnosti sttuvedené v Tab. 6).
Na rozdiel od prvej série vzoriek, kde sa vzorky najprv ohriali na hodnotu bodu topenia TBA
(25°C) v prvom kroku mrazenia, v druhej sérii vzoriek sa zacalo hned v prvom kroku
znizovanim teploty na 2 °C. Z pripravy druhej série vzoriek vyplynulo, Ze vzorky nie je nutné
v prvom kroku procesu mrazenia ohrievat’ na teplotu 25 °C, ako bolo nastavené v prvej sérii
vzoriek, kedze TBA Vv zmiesSani s vodou nekrystalizoval pri laboratornej teplote (22 °C)
a v roztokoch vzoriek sme nepozorovali krystaliky TBA. Maximalna teplota mrazenia —15 °C
bola stanovena pomocou vysledkov TBA zmerané¢ho na DSC.

Proces suSenia vzoriek druhej série bol rozdeleny do 12 krokov. Prvy krok suSenia bol
nastaveny na teplotu, pri ktorej skon¢il proces mrazenia, ¢ize na—15 °C. Dvanasty, finalny krok
suSenia mrazom bol nastaveny na 20 °C. Proces suSenia pri druhej sérii vzoriek mal
pravidelnejSie stipanie teploty ako pri vzorkach prvej série. V druhej sérii stupala teplota po
jednostupiiovom intervale do kroku 7 a nasledne teplota stapala rychlejSie na hodnotu 20 °C do
kroku 12. Cely proces susenia Sa V porovnani s prvou sériou skratil na 4 860 min (priblizne tri
a pol dna). Na rozdiel od prvej série vzoriek sa tlak v lyofilizatore pocas celého procesu suSenia
zvySoval, ¢o malo pozitivny dopad na tvorbu lyofiliza¢nych kolacov. Tlak v prvom kroku bol
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nastaveny na 100 mTorr a finalny tlak v kroku 12 mal hodnotu tlaku 500 mTorr (podrobnosti
krokov st v Tab. 7).

Lyofiliza¢né kolace druhej série po suSeni mrazom boli pri vizudlnom posudeni viacej
paperovité, vlaknit¢ a menej kompaktné ako lyofilizacné kolace prvej série. Tym, ze sa po
procese mrazenia iSlo s tlakom hned dole a pomaly sa zvySoval pocCas procesu susenia,
nedochadzalo k degradacii polysacharidu, ¢ize sa nenarusovali jeho intermolekularne vazby.
Na vyslednych kola¢och sme vizualne nepozorovali Ziadne nehomogenity. Kolace obsahujuce
fluorescencnu sondu perylén boli zafarbené do Zlta. Lyofilizacné kolace druhej série vzoriek st
zobrazené na Obr. 16.

Obr. 16: Lyofilizacné koldce druhej série vzoriek po skonceni suSenia mrazom

5.3  Analyza lyofiliza¢nych kolacov

Analyza lyofiliza¢nych kolaCov spocivala v odhaleni zvySkového mnoZstva pomocného
rozpustadla TBA v kold€och a hydrofobnych interakcii medzi fluorescenénou sondou
a molekulami hyalurénanu. Predpokladalo sa, Ze ak bol proces suSenia mrazom Uspesny,
Vv kolacoch (okrem slepych vzoriek) doslo k hydrofobnym interakciam medzi sondou
a hyalurénanom, a sucasne by kolace nemali obsahovat Zziadne zvySkové mnozstvo TBA.
Pripadna pritomnost TBA vo vzorkdch by ovplyviiovala ziskané fluorescenéné spektra
a intenzita fluorescencie by sa zvysila o prispevok fluorescenénej sondy emitujucej z prostredia
TBA. Bolo preto nutné lyofilizacné kolace otestovat’ niekol’kymi analytickymi metodami.

Prvou metédou analyzy lyofilizaénych kolacov bola ATR-FTIR spektrometria.
Vyhodnotenie nameranych spektier spoéivalo v porovnavani nameranych IC spektier vzoriek
obsahujtcich fluorescenénti sondu a hyalurénan so spektrom slepych vzoriek obsahujucich iba
hyalurénan bez sondy. Dalej sa porovnavali spektrd vzoriek so spektrom &istého TBA.
Pomocou kniZnice spektier boli ndjdené a charakterizované oblasti a absorpcné pasy funkénych
skupin v nameranych spektrach.

Druhou pouzitou analytickou metédou bol skenovaci elektronovy mikroskop (SEM).
Opisovali sa a porovnavali sa charaktery povrchu kolacov prvej a druhej série vzoriek pri
zvacseni 1 000x a 5 000x. Sucasne bola u vybranych kolacov vykonana aj prvkova analyza,
ktora nas informovala o Cistote lyofilizaénych kolacov.

5.3.1 ATR-FTIR spektrometria
Vyhodnotenie prebehlo u obidvoch sérii vzoriek rovnakym spdsobom. Porovnavali sa
absorpéné pasy ATR-FTIR spektier vzoriek obsahujtcich hyalurénan a fluorescencnti sondu so
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spektrami Cist¢ého TBA a so spektrami slepych vzoriek obsahujucich hyalurénan bez sondy.
Cielom tohto vyhodnocovania bolo overit' pritomnost TBA Vv lyofiliza¢nych kolacoch po
celom procese susenia mrazom. Pritomnost TBA v kolaCoch by znamenala znizent kvalitu
vysledného produktu sudenia mrazom. Dal§im dévodom je fakt, ze TBA je klasifikovany ako
nebezpecna latka. Preto, aj ked’ je TBA ako pomocné rozptstadlo vhodnym médiom pre
suSenie mrazom, treba jeho zostatkové mnozstvo V potencidlnom nosicovom systéme
zalozenom na hyalurdnane prisne monitorovat’. Overenie biokompatibility a toxicity patri preto
k Standardnym testom farmakologicky aktivnych latok a systémov S potencidlnym vyuzitim
V humannej medicine.

Na Obr. 17 je uvedené ATR-FTIR spektrum ¢istého TBA. Interpretacia absorpénych pasov
bola vykonana na zaklade odbornej literatiry [88]-[92]. V oblasti charakteristickych
(skupinovych) vibracii (4 000-1500 cm™) sa nachadza ostry intenzivny absorpény pas
lokalizovany pri 2 970 cm™L, ktory je pripisovany valen¢nej asymetrickej vibracii C—H viizieb
v metylovych skupinach molekuly TBA. Tato funkéna skupina je rovnako potvrdena v oblasti
tzv. odtlacku prsta t.j. 1 500-400 cm ™ pritomnostou ostrého pasu pri 1469 cm™, ktory
zodpoveda deformacnej vibracii troch metylovych skupin —CHs. V spektre dominuje §iroky
absorpény pés pri 3 340 cm™L, ktory je pripisovany valenénej symetrickej vibracii alkoholove;j
O-H vizby v molekule TBA. Absorpény pas pri vinoéte 1 361 cm™ patri skeletalnej vibracii
C—C viizby sp® hybridizacie. Ostry absorpény pas pri 1377 cm ™ sa pripisuje dazdnikovej
deformacnej vibracii —CHs skupin. Siroky pas pri vinoéte 609 cm™ zodpoveda deformaénej
mimorovinne] vibracii O—H vézieb v terciarnom alkohole. Intenzivny absorpcny pas pri
1188 cm! je jednozna¢ne pripisovany valenénej symetrickej vibracii C—O vizieb u vyssie
zmienenych alkoholovych jednotiek TBA. Najvyssi ostry pik v IC spektre pri vinoéte 910 cm™*
patri valenénej symetrickej vibracii C—C—O vizby.
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Obr. 17: ATR-FTIR spektrum cistého terc-butylalkoholu

IC spektra lyofilizaénych kola¢ov obsahujucich hyalurénan a fluorescenéné sondy perylén,
pyrén, prodan a DPH st medzi sebou velmi podobné a obsahuji rovnaké typy
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charakteristickych vibracii. Na prvy pohl'ad je vidiet, ze spektra vzoriek kolacov (Obr. 18—
Obr. 20) sa lisia od spektra TBA (Obr. 17). Spektrum vzorky je porovnavané so spektrom slepej
vzorky obsahujicej hyalurénan s rovnakou strednou molekulovou hmotnostou ako maji
vzorky bez sondy. Spektrd slepych vzoriek sa V niektorych castiach spektra liSia od
Studovanych vzoriek, pretoze im chybaji niektoré typy vibracii, ktoré zodpovedaju signalu
fluorescen¢nych sond.

Na Obr. 18 su zobrazené spektra fluorescen¢nej sondy perylén s hyaluronanom so strednou
molekulovou hmotnostou 1910 kDa a 13 kDa a spektra slepych vzoriek obsahujucich iba
hyalurénan. Na spektrach je mozné pozorovat’ §iroky absorpény pas pri vinodte 3 316 cm™2,
ktory je pripisovany valenénej symetrickej vibracii alkoholovej O—H vizby v molekule
hyalurénanu, vy$$im harmonickym vibraciam N—H véazby v sekundarnych amidoch a v tomto
pripade aj vodikovym mostikom medzi —OH skupinami (zvy$kova vlhkost' vzorky).
Alkoholova skupina sa nachadza v TBA, aaj v molekule hyalurénanu, ale nepotvrdzuje to
jednoznac¢ne pritomnost TBA. Pri vinoéte 3 097 cm™! sa nachddza vel'mi slabo viditelny
absorpény pas, ktory zodpoveda valen¢nej symetrickej vibracii C—H véazby v aromatickych
jednotkach. Tento typ vézby sa nachddza prave Vv peryléne. Menej intenzivny pik lokalizovany
pri 2892 cm™? zodpoveda valenénej asymetrickej vibracii C—H vizby. Absorpény pds
identifikovany pri 1457 cm™! je pripisovany valen¢nej vibracii C=C vizby v aromatickej
Struktire perylénu. Tento pds nam potvrdzuje pritomnost’ hydrofébnych interakcii medzi
sondou a molekulami hyalurénanu v lyofilizaénych kolacoch. Ked'ze slepé vzorky sondu
perylén neobsahovali a zaroven molekula hyaluronanu neobsahuje aromaticky kruh, ani dvojné
viazby medzi uhlikmi, tak spektra slepych vzoriek tento pas nezobrazovali. Pritomnost
sekundarnych amidov bola v FTIR spektre vzorky so sondou a hyaluréonanom, okrem iného,
potvrdena aj dvoma intenzivnymi a ostrymi absorpénymi pasmi, ktorych Specificka absorpcia
nastavala pri 1 631 cm ™ a 1 589 cm™L. Prvy absorpény pas, ktory zodpoveda vibracii karbonylu
v sekundarnom amide, je na spektre vyobrazeny len ako mierna deformacia a vytvara tzv.
rameno na druhom intenzivnom pase. Tento druhy absorpény pas je pripisovany valenénej
symetrickej vibracii C—N vizby a asymetrickej deformacnej vibracii N—H véazby v -NH-CO—
funkénych skupindch. Dalsi intenzivny absorpény pas pri 1600 cm™? patri symetrickej
valen¢nej C=0 vibracii karbonylu v karboxylate. Absorpény pés pri vinoéte 1 369 cm ™ taktiez
potvrdzuje pritomnost’ valenénych vibracii sekundarnych amidov Vv molekule hyalurénanu.
Intenzivny absorpény pas pri 1 373 cm™* zodpoveda deformaénej vibracii karboxylatu —CO~
a dazdnikovej deformaénej vibracii —CHs skupin. Menej intenzivny pas pri 1207 cm™! je
pripisovany valencnej vibracii C—O vézby v karboxylovej skupine na molekule hyalurénanu.
Absorpény pas pri 1 145 cm™ uréuje vibraciu C—O—C vizby v glykozidovej viizbe. Pasy pri
1052cm ™t a1029 cm™ patria valen¢nej symetrickej vibracii C—O vizby v alkoholovych
skupinach. Intenzivny pas pri vinoéte 1 052 cm™* je ale charakteristicky aj pre vibraciu C—O—C
éterovej vézby v sacharidovej jednotke. V oblasti tzv. odtlacku prsta moézeme najst
deformaéné, mimorovinné a tzv. ,,00p* vibracie C—H vizby v aromatickej jednotke a rovnako
aj dublet intenzivnych absorpénych pasov pri 806 cm™ a 760 cm™, ktoré su pripisované
vyluéne deformacnej rovinnej vibracii N—H vézby v sekundarnych amidoch. Tieto vibra¢né
mody su v odbornej literatire oznacované ako wagging. Na spektrach slepych vzoriek je tento
dublet absorpcnych pasov vyobrazeny vel'mi slabymi ndbehmi pasov. V slepych vzorkéch je
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deformacnd rovinnd vibracia N—H viézieb v sekundarnych amidoch vel'mi mélo intenzivna.
Dané spektrum nepotvrdzuje pritomnost zvyskového TBA v lyofilizacnom koléaci, avSak
rezidualna pritomnost’ TBA sa neda na zéklade samotnej spektralnej IC analyzy vylagit.
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Obr. 18: ATR-FTIR spektra fluorescencnej sondy perylénu s HYA so strednou molekulovou
hmotnostou 13 kDa (ruzova krivka) a 1 910 kDa (modra krivka) a ATR-FTIR spektrad slepych vzoriek
bez sondy s 13 kDa HYA (Zlza krivka) a 1 910 kDa (cierna krivka)

Na Obr. 19 su vyobrazené spektra fluorescencnej sondy prodanu s 1 910 kDa hyalurénanom
a slepej vzorky obsahujucej tiez 1 910 kDa hyaluronan. Na prvy pohl'ad je vidno, ze spektra
z Obr. 19 (sonda prodan) su, az na par posunutych poloh charakteristickych vibracii, identické
so spektrami na Obr. 18 (sonda perylén). Opét’ sa na spektre vzorky s prodanom a slepej vzorky
bez prodanu nachadza iroky absorpény pas pri vinoéte 3 293 cm™, ktory je pripisovany
valencnej symetrickej vibrécii alkoholovej O—H vézby, vy$§im harmonickym vibracidm N—H
vizieb v sekundarnych amidoch na molekule hyalurénanu a vodikovym mostikom medzi —OH
skupinami (zvySkova vlhkost’ vzorky). N—H valen¢na vibracia terciarneho aminu v molekule
prodanu je Vv tejto oblasti bez absorpéného pasu. Valenéné symetrické a asymetrické vibracie
C—H vézieb v aromatickych jednotkach prodanu a alifatickych uhl'ovodikoch st identifikované
pri vlnoéte 2 900 cm ™. Pritomnost C=C viizby v aromatickom kruhu prodanu je potvrdena
ostrym pikom pri vinocte 1 531 cm™. Rovnako ako Vv pripade spektier vzoriek z Obr. 18 je tato
C=C vibracia dokazom hydrofobnej interakcie fluorescencnej sondy s molekulami
hyalurénanu. Spektrum slepej vzorky nezobrazuje Ziadny absorpény pas pri 1527 cm™?, ¢o
potvrdzuje nepritomnost’ molekul sondy v lyofilizacnom kolaci. Intenzivne absorpéné pasy pri
1604 cmta 1566 cm ™ potvrdzuju pritomnost’ sekundarnych amidov. Deformaéna vibracia
karboxylatu —CO™ a dazdnikova deformac¢na vibracia —CHzs skupin je pozorovana pri vinocte
1380 cm L. Naopak, valen¢na vibracia C—O vizby v karboxylovej skupine na molekule
hyalurénanu je identifikovana pri vinoéte 1203 cm™®. Rovnako, ako v pripade IC spektra
perylénu, absorpény pas pri 1 145 cm™ uréuje vibraciu C—O—C vizby v glykozidovej vizbe.
Absorpéné pasy pri 1 080 cm™* a 1 033 cm ! patria valenénej symetrickej vibracii C—O vizby
v alkoholovych skupinach. Zmieneny absorpény pas pri 1 080 cm ™t moze byt pripisany aj
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vibracii C—O—-C éterovej vdzby v sacharidovej jednotke. V pripade absorpcného pasu
(944 cm™), ktory sa nachadza bezprostredne vedla piku 948 cm™, prichadza do uvahy aj
deformacna vibracia O—H vizby v karboxylovej skupine. V oblasti tzv. odtlacku prsta mézeme
taktiez najst deformacné vibracie C—H vizby v aromatickej jednotke a dublet intenzivnych
absorpénych pasov pri vinoéte 863 cm ™t a 810 cm ™2, ktoré su pripisované deformaénej rovinnej
vibracii N—H viazby v sekundarnych amidoch. Spektrum slepej vzorky neobsahuje intenzivny
absorpény pés pri 944 cm™! zodpovedajuci deformaénej vibracii O—H vizby v karboxylovej
skupine a ani dublet pasov pri 863 cm™ a 810 cm™L. Mdze to byt spdsobené slabou intenzitou,
ktora je umernd nizkemu zastipeniu danych skupin vo vzorke. Na zaklade zmeraného spektra
nevieme s urcitostou potvrdit,, ani vylacit’ pritomnost’ zvyskového TBA.
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Obr. 19: ATR-FTIR spektrd fluorescencnej sondy prodanu s HYA so strednou molekulovou
hmotnostou 1 910 kDa (Zlta krivka) a slepej vzorky bez sondy s 1 910 kDa HYA (siva krivka)

Na Obr. 20 st uvedené spektra vzorky obsahujiucej sondu DPH a hyalurénan so strednou
molekulovou hmotnostou 1 910 kDa a slepej vzorky s rovnako velkym hyalurénanom. Dané
spektra su takmer identické so spektrami na Obr. 18 a Obr. 19. Fluorescen¢na sonda DPH
okrem benzénového jadra obsahuje aj alkénovy ret'azec. Preto sa na spektre ocakava pritomnost’
zretelnych absorpénych pasov vibracii =C—H aC=C vazieb v aromatickom jadre
a Vv alkénovom retazci. Intenzivny absorpény pas pri vinoéte 3 305 cm™ je rovnako, ako na
predoslych spektrach, pripisovany valen¢nej symetrickej vibracii alkoholovej a karboxylovej
O—H vizby, vys§im harmonickym vibracidam N—-H vézieb v sekundarnych amidoch na
molekule hyalurénanu, a vodikovym mostikom medzi —OH skupinami. V pripade absorpéného
pasu pri 3 081 cm ! prichadza do uvahy aj valenéna vibracia =C—H vizby na alkénovom retazci
sondy DPH. S ohl'adom na ciele prace je vSak v centre nasho zaujmu absorpény pas pozorovany
pri vino&te 1 477 cm™, ktory zodpoveda vibracii C=C viizby v aromatickej jednotke DPH, ¢o
dokazuje vzajomnu interakciu sondy a hyalurénanu. Spektrum slepej vzorky opét’ tento typ
C=C vibracie neobsahuje kvoli nepritomnosti sondy v slepej vzorke. Ostatné absorpéné pasy
spektier zodpovedaji interpretacii vyssie uvedenych FTIR spektier (Obr. 18 a Obr. 19).
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Samotné IC spektrum je viak pre monitorovanie pritomnosti zvyskového hydrofébneho
rozpustadla TBA v lyofiliza¢nych kola¢och nedostato¢né.
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Obr. 20: ATR-FTIR spektra fluorescencnej sondy DPH s HYA so strednou molekulovou hmotnostou
1910 kDa (¢ervena krivka) a slepej vzorky bez sondy s 1 910 kDa HYA (modra krivka)

ATR-FTIR spektrum vzorky s pyrénom nepotvrdilo hydrofobne interakcie sondy pyrénu
s hyalurénanom, kedze sme Vv spektre nezaznamenali absorpény pas pri ~1500 cm™
pripisovany valen¢nej vibracii C=C véazby v aromatickej jednotke pyrénu (Priloha 2). Opéat
konStatujeme, Ze pritomnost’ zvySkového TBA v lyofilizacnom kol4¢i na zdklade zmeraného
spektra nemdze byt’ vyvratend, ani potvrdena.

5.3.2 Skenovaci elektronovy mikroskop

Druhou metddou, ktorou bol analyzovany lyofilizacny kola¢, bola skenovacia elektronova
mikroskopia. Najprv bolo spravenych niekol’ko fotografii povrchu koldca s 1 000x a 5 000x
zvacSenim a potom boli vybrané oblasti na snimke, ktoré boli nasledne posudené z hl'adiska
prvkového zlozenia. Tym, Ze boli vykonané dva r6zne spdsoby susenia vzoriek mrazom, vzorky
prvej a druhej série mohli byt na zaklade fotografii zo SEM vzajomne vizualne porovnavané.

Na Obr. 21 st vybrané reprezentativne fotografie 5 000x zvacseného povrchu lyofilizacnych
kolacov zo SEM: (A) Slepa vzorka z prvej série s 13 kDa hyalurénanom a s koncentraciou
0,5g-dm=3. (B) Slepa vzorka zdruhej série s13kDa hyalurénanom a s koncentraciou
0,4 g-dm3. (C) Vzorka prvej série, ktora obsahovala sondu perylén a 1 910 kDa hyalurénan
s koncentraciou 0,5g-dm=3. (D) Vzorka druhej série, ktord obsahovala sondu perylén
a 1910 kDa hyalurénan s koncentraciou 0,4 g-dm™3. Boli porovnivané fotografie (A) s (B)
a(C)s (D).

Z Obr. 21 je na prvy pohl'ad zrejmé, ze fotografia (B) obsahuje hyaluronan, ktory je viac
rozvlakneny a jeho vlakna st jemnej$ie a tensie oproti vlaknam hyaluronanu na fotografii (A),
ktoré st naopak kompaktnejsie a menej rozvetvené. Hyalurénan na fotografii (A) je amorfne;jsi
aten na fotografii (B) ma vyraznejsiu krystalicka Strukturu, o sved¢i o tispeSnom procese
susenia mrazom. Rovnaka situacia sa objavuje aj u fotografii (C) a (D). Fotografia (C) obsahuje
hyaluronan, ktory je o nieco viac rozvlakneny, ako v pripade fotografie (A), avSak stale sa tam
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nachadzaju vigsie zhluky hyalurénanu. Cierny kruh vlavo hore na fotografii (C; Eervené $ipky)
predstavuje amorfnu ¢ast’ degradovanej struktry hyalurénanu. Povrch vzorky na fotografii (D)
obsahoval jemné vlakna krystalického hyalurénanu bez viditelnych amorfnych struktar. Na
zaklade porovnavania fotografii z Obr. 21 vieme vyvodit’ zaver, Ze zvySovanie tlaku v procese
susenia v druhej sérii vzoriek (c HYA =0,4g-dm™3) malo pozitivny vplyv na kvalitu
lyofilizovanej vzorky. Vsetky vzorky druhej série vykazovali viacej rozvlakneny hyaluronan
na rozdiel od vzoriek prvej série. SEM fotografie lyofilizacnych kola¢ov nam potvrdili vizualny
odhad, ktory sme mali pocas a hned’ po skon€eni procesu susenia vzoriek mrazom.

Prvkova analyza u dvoch nahodne zvolenych vzoriek z prvej a druhej série nepreukazala
ziadne necistoty, t.j. ziadne chemické prvky, ktoré by kontaminovali vzorky.
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Obr. 21: Fotografie 5 000 x zvdcseného povrchu vybranych lyofilizacnych kolacov zo SEM. (A) Slepa
vzorka z prvej série (Mw HYA = 13 kDa, ¢ HYA = 0,5 g-dm™3). (B) Slepd vzorka z druhej série
(Mw HYA = 13 kDa, c HYA = 0,4 g-dm ). (C) Vzorka prvej série, ktora obsahovala sondu perylén
a HYA (My HYA = 1 910 kDa, ¢ HYA = 0,5 g-dm3), ¢ervené sipky smerujii na amorfiii ¢ast
degradovanej Struktury HYA. (D) Vzorka druhej série, ktord obsahovala sondu perylén a HYA
(MwHYA =1910 kDa, c HYA = 0,4 g-dm3)

5.4  Ustalena fluorescen¢na spektrometria

Prvym krokom V hodnoteni ispeSnosti procesu suSenia mrazom prostrednictvom potvrdenia
hydrofébnych interakcii sondy s molekulami hyalurénanu bolo meranie ustalenej fluorescencie
fluorescenénych sond (perylén, pyrén, prodan, DPH) v jednotlivych vzorkach. Fluorescenéné
spektrd vzoriek prvej a druhej série boli opit’ porovnavané so spektrami slepych vzoriek.
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V pripade vzoriek s pyrénom boli vypocitané polaritné indexy a Vv pripade vzoriek s prodanom
boli porovnavané emisné maxima vzoriek a slepych vzoriek.

5.4.1 Vzorky s fluorescen¢nou sondou pyrén

Na Obr. 22 st znazornené normalizované emisné spektra vzoriek druhej série obsahujucich
fluorescenénit sondu pyrén s koncentraciou 5-107° mol-dm™ ahyalurénan so strednou
molekulovou hmotnostou 1910kDa (modra krivka), 13 kDa (oranzova krivka)
a vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™3. Spektrum slepej vzorky pyrénu vo vode je
vykreslené sivou farbou.

Pyrén je polyaromaticky uhlovodik s vysokou symetriou, vd’aka ktorej vykazuje unikatnu
reakciu na polaritu svojho okolia. Pyrén ma z hl'adiska symetrie zakazany absorpény prechod
So—S1. Upyrénu dochadza k prekryvaniu zakazaného prvého a povoleného druhého
excitovaného stavu (So—S2), ato zapricinuje polarizaénu interakciu typu dipdl-indukovany
dipol. Pravdepodobnost’ vibra¢ného prechodu 0—0 sa stane zavislou na polarite rozpustadla.
Pravdepodobnost’ (fluorescencného) prechodu 0—0 rastie s polaritou rozpustadla. Polaritny
index v emisnom spektre pyrénu sa vypocita ako pomer intenzit prvého vibraéného maxima
(373+1 nm), ktory zodpoveda prechodu 0—0 a treticho maxima (referenény pas) pri vinovej
dizke 383+1 nm, ktory zodpoveda prechodu 0—2 [93]. Na zéklade tohto poznatku boli v spektre
sledované intenzity prvého (373 nm) atretiecho (383 nm) maxima slepej vzorky
a zlyofilizovanych vzoriek. Velky polaritny index 2,01 uslepej vzorky je ukazovatelom
fluorescencie sondy z hydrofilného prostredia, ¢o vyplyva z toho, Ze slepa vzorka obsahuje
pyrén rozpusteny vo vode. Nizsia hodnota polaritného indexu vzoriek (1,17 a 1,21) od hodnoty
indexu slepej vzorky indukuje fluorescenciu pyrénu z hydrofébneho prostredia, co by mohlo
byt vysvetlené¢ vznikom hydrofébnych interakcii sondy pyrénu s hydrofébnymi oblastami
hyalurénanu pocas procesu suSenia mrazom. Vysledky emisného polaritného indexu (EmPI)
vzoriek st zhrnuté v Tab. 10.

Tab. 10: Emisné polaritné indexy pre slepu vzorku pyrénu vo vode a pre vzorky obsahujucich sondu
pyrén (€ =5-10"°mol-dm™3) aHYA so strednou molekulovou hmotnostou 1910kDa a 13 kDa
(vchodiskova koncentracia 0,4 g-dm~3)

Mw HYA [kDa] c HYA [g-dm™3] EmPI []
1910 0,4 1,17
13 0,4 1,21
- — 2,01

Intenzita fluorescencie je dalSim indikdtorom pritomnosti interakcii medzi sondou
a hydrofébnymi ¢astami hyaluronanu. Pred znormalizovanim spektier na Obr. 22 bolo vidiet,,
ze intenzita spektra slepej vzorky obsahujticej Cisty pyrén vo vode je ovela nizsia, ako intenzita
spektier vzoriek obsahujucich pyrén a hyalurénan. Z grafu je mozné vyvodit’ zaver, ze doslo
K interakcidam medzi pyrénom a hydrofobnymi castami retazca hyaluronanu. Mozeme
uzavriet, ze meranie ustalenej fluorescencie zlyofilizovanych vzoriek moéze poskytnut
informaciu o Gspesnosti procesu susenia mrazom za predpokladu, ze interagujuce lieCivo ma
fluorescencné vlastnosti.
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Obr. 22: Normalizované emisné spektrd vzoriek druhej série obsahujucich sondu pyrén
(c =510 mol-dm~®) a HYA so strednou molekulovou hmotnostou 1 910 kDa (modrd krivka), 13 kDa
(oranzova krivka) a vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm3. Sivd krivka predstavuje slepii vzorku
pyrénu vo vode

5.4.2 Vzorky s fluorescenénou sondou prodan
Dalsou sondou, u ktorej prebehlo meranie fluorescencie, je prodan. Fluorescen¢na sonda
prodan patri do skupiny fyzikdlne viazanych sond reagujicich na polaritu as velkym
batochromnym posunom. Na polaritu systému reaguje vd’aka fotoindukovanému prenosu
naboja, tzv. relaxacia rozpustadla. Systém straca absorbovanu energiu vibra¢nou relaxéaciou
a interakciou fluorescen¢nej sondy S molekulami rozpustadla. V momente, ked dojde
k excitacii molekuly, vytvara sa indukovany dipol, ktory je schopny okolo seba orientovat
molekuly rozpustadla. Strata energie spdsobena interakciou bude vicsSia, ¢im bude VAcCsi
dip6lovy moment molekul a polarita rozpustadla. Cim je prostredie polarnejsie, tym viac
dochadza k posunu emisného maxima smerom K vy$§im vlnovym dizkam. Maximum pre
prodan sa pohybuje od 530 nm vo vodnom prostredi az po 405 nm v uhl'ovodikoch [94], [95].
Na Obr. 23 st znazornené normalizované emisné spektra vzoriek druhej série, obsahujucich
sondu prodan (c=5-10°mol-dm™3) a1910kDa a13kDa hyalurénan s vychodiskovou
koncentraciou 0,4 g-dm= aspektrum slepej vzorky obsahujucej 13 kDa hyalurénan
s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™2 a vmiesany prodan (¢ = 5-10~° mol-dm~) po suseni
mrazom. Pred znormalizovanim spektier bol viditelne zachovany trend narastu intenzity
fluorescencie pre zlyofilizované vzorky so sondou oproti slepym vzorkdm, kde sonda bola
pridana az pri rehydratacii vzoriek. U sondy prodanu sme sa sustredili na emisné maxima
spektier. Maximum spektra slepej vzorky sa nachadza pri vlnovej dizke 557 nm, o potvrdzuje
fluorescenciu prodanu z polarneho prostredia. U zlyofilizovanych vzoriek s prodanom
dochadza k malému posunu emisného maxima smerom K niz$im vinovym dizkam. Pre vzorku
obsahujucu prodan s 13 kDa hyalurénanom s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm~3 je
emisné maximum posunuté k vlnovej dizke 545 nm. U vzorky s prodanom a1 910 kDa
hyalurénanom s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm= dochadza k miernemu posunu
maxima smerom K niz§im vlnovym dizkam, ¢ize k fluorescencii z menej polarneho prostredia,
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a jej maximum sa nachadza pri vlnovej diZke 537 nm. Z Obr. 23 je mozné konstatovat’, Ze na
zaklade posunu emisného maxima prodanu k niz$im vinovym dizkam dochadza k interakcidam
Vv systéme a malé mnozstvo prodanu fluoreskuje i zo Specifickych miest hyaluronanu.
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Obr. 23: Normalizované emisné spektrad vzoriek druhej série obsahujucich sondu prodan
(c =5-10"° mol-dm3), 1 910 kDa (zelend krivka) a 13 kDa (c¢ervend krivka) HYA s vychodiskovou
koncentrdaciou 0,4 g-dm~>. Modra krivka predstavuje spektrum slepej vzorky obsahujiicej 13 kDa HYA
s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm ™2 a vmiesany prodan po procese susenia mrazom

5.4.3 Vzorky s fluorescenénou sondou DPH

Tretou meranou sondou bola silne hydrofobna sonda DPH, ktord vo vodnom prostredi takmer
vobec nefluoreskuje. Intenzita fluorescencie je tym padom dostacujicou informaciou na
posudenie, ¢i doslo k interakcidm medzi sondou a hyalurénanom pocas suSenia mrazom.

Na Obr. 24 st uvedené emisné spektra vzorky prvej série, ktoré obsahovali sondu DPH
(c=510"°mol-dm™®) ahyaluréonan so strednou molekulovou hmotnostou 13 kDa
a s vychodiskovou koncentraciou 0,5 g-dm™2 (modra krivka), vzorky druhej série obsahujucej
DPH (c =5-10° mol-dm™3) a 13 kDa hyalurénan s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™3
(Cervena krivka) aemisné spektrum slepej vzorky (zelena krivka) obsahujucej 13 kDa
hyalurénan s vychodiskovou koncentraciou 0,5 g-dm™ a vmiesany DPH po suseni mrazom.
Z grafu sa da pozorovat, ze spektra zlyofilizovanych vzoriek vykazuju vySSiu intenzitu
fluorescencie ako spektrum slepej vzorky, do ktorej bola rozpustena sonda DPH az pri
rehydratacii (po procese susenia mrazom). VysSia intenzita vzoriek oproti slepej vzorke
vypoveda o fluorescencii sondy z hydrofobnych miest, ¢ize o fluorescencii DPH
Z hydrofobnych ret'azcov hyaluréonanu. Vzorka DPH s 13 kDa hyalurénanom s vychodiskovou
koncentraciou 0,4 g-dm obsahuje viacej hydrofébnych interakcii medzi sondou a retazcami
hyalurénanu ako vzorka DPH s 13 kDa hyaluréonanom S vychodiskovou koncentraciou
0,59:dm™3, ¢o je potvrdené vyssou intenzitou fluorescencie prvej zmienenej vzorky.
Konstatujeme, ze vo vzorkach s DPH ako modelovou hydrofébnou latkou sme tiez potvrdili
interakcie medzi zlozkami $tudovaného systému.
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Obr. 24: Emisné spektrum vzorky prvej série obsahujiicej sondu DPH (¢ = 5-10~° mol-dm®) a 13 kDa
HYA s vychodiskovou koncentraciou 0,5 g-dm™2 (modrd krivka) avzorky druhej série obsahujiicej
DPH (c = 5:10 ® mol-dm®) a 13 kDa HYA s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™2 (Gervend
krivka). Zelend krivka predstavuje spektrum slepej vzorky obsahujicej 13 kDa HYA s vychodiskovou
koncentraciou 0,5 g-dm ™ a vmiesany DPH po procese suSenia mrazom

5.4.4 Vzorky s fluorescenénou sondou perylén

Poslednou meranou sondou bol perylén. Perylén je polycyklicky aromaticky uhl'ovodik, ktory
ma vysoky fluorescenény kvantovy vytazok a fotochemicku stabilitu. Je to silno hydrofobna
sonda, ktord takmer vobec nefluoreskuje z vodného prostredia.

Obr. 25 zobrazuje emisné spektra vzoriek druhej série obsahujucich perylén
(c=510"°mol-dm™3) a13kDa (fialova krivka), 1910kDa (zltd krivka) hyalurénan
s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™2 a spektrum slepej vzorky obsahujiicej perylén vo
vode (Cervend krivka). V pripade perylénu je intenzita fluorescencie dostacujicim
ukazovatelom realizovanych hydrofobnych interakcii sondy s hydrofobnymi oblastami
hyalurénanu v procese suSenia mrazom. Z grafu je zrejmé, Ze intenzita slepej vzorky perylénu
vo vode ma ovel'a nizsiu intenzitu fluorescencie, ako vzorky s hyalurénanom a perylénom.
Vzhl'adom k tomu, ze z vodného prostredia tato sonda skoro vobec neemituje ziarenie, kazdé
zvysenie intenzity fluorescencie indikuje pritomnost’ sondy v hydrofébnom prostredi. Emisné
spektra vzoriek prvej série neboli uvedené v grafe, lebo ich intenzita fluorescencie dosahovala
hodnoty porovnatel'né s hodnotami intenzity slepej vzorky, ¢o hovori o slabej u¢innosti susenia
mrazom, ako podporného procesu pre interakcie medzi zlozkami systému.

Na Obr. 25 je pozorovatelny zriedkavy pik pri Amax =588 nm u zlyofilizovanej vzorky
s 1 910 kDa hyalurénanom a perylénom, ktory sa u ostatnym vzoriek nenachadza. Tento pik by
mohol byt désledkom vzniku agregatov perylénu, na ¢o upozoriuje praca Maceda a kol. [96],
kde sa uvadza, Ze nemodifikované monoméry perylénu maju silnti tendenciu vytvarat’ agregaty,
ktoré rastu z oligomérov na kryStaly do kominovej podoby. Pozorovany pik pri Amax = 588 nm
mohol byt generovany fluorescenciou takychto krystalickych oligomérov perylénu.
Alternativne vysvetlenie moze predstavovat’ vznik excimérov perylénu v systéme. Perylén je
totiz schopny tvorit’ excitovany dimér, tzv. excimér, ¢o je komplex tvoreny jednou excitovanou
molekulou perylénu a druhou molekulou v zékladnom stave. Excitaciou molekuly perylénu
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dojde k zmene jej Struktiry a vd’aka vzniku indukovaného dipdlu je tak v tomto stave schopna
interagovat’ s inou neexcitovanou molekulou perylénu. Touto interakciou a tvorbou
»sandwichového* komplexu straca excitovana molekula Cast’ svojej energie a maximum
fluorescencie exciméru je potom posunuté smerom K vy$§im vinovym dizkam (~580 nm). Tym,
ze tvorba exciméru je difuzne riadeny proces, je jeho intenzita funkciou koncentracie perylénu,
mikroviskozity okolia atiez rozdelenia jednotlivych molekal perylénu v hydrofébnych
oblastiach. Nevieme s urcitost'ou povedat, ktoré vysvetlenie méze popisovat’ tvorbu piku pri
Amax = 588 nm, ale vznik exciméru perylénu nemozeme vylucit’.

8,0

Blank_pery vo vode Pery 0,4 g/L 13kDa Pery 0.4 g/L 1910 kDa

6,0 -
4,0 A
2,0 A1

‘/\

Intenzita fluorescencie (-10°) []
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Obr. 25: Emisné spektrd vzoriek druhej série obsahujiicich perylén (c = 5-107° mol-dm)
a 13 kDa (fialova krivka), 1 910 kDa (Zlta krivka) HYA s vychodiskovou koncentrdciou 0,4 g-dm>,
Cervend krivka predstavuje spektrum slepej vzorky obsahujiicej perylén vo vode

5.5  Casovo rozliSens fluorescenéna spektrometria

Poslednd analytickd metdda, ktorou bola merand ucinnost’ procesu suSenia mrazom, bola
Casovo rozliSena fluorescencnd spektrometria, ktord nadvdzuje na merania ustélenej
fluorescencie popisané v predchadzajticej kapitole. Pomocou TRF je mozné identifikovat
subpopulacie excitovanych molekul sondy, ktorych emisné charakteristiky (pomerné
zastupenie  subpopulacii adoba Zivota ich excitovaného stavu) zodpovedaju
fyzikalnochemickym vlastnostiam prostredia, v ktorom sa molekuly sondy nachadzaju. Opat’
boli premerané¢ vzorky prvej adruhej série so sondami pyrén, prodan, perylén a DPH
s koncentraciou 5-107° mol-dm™. Merané vzorky sa lisili nastavenim parametrov pristroja
(zhrnutie Tab. 8 a Tab. 9). Vysledky boli porovnavané so slepymi vzorkami a s vysledkami
z emisnych spektier vzoriek z ustalenej fluorescencnej spektrometrie.

5.5.1 Doby Zivota sondy pyrén Vo vzorkach

Prvou sondou, ktora bola vyuzita na sledovanie spravania sa systémov hyalurénan-sonda, bol
pyrén. Vzorky pyrénu vSak nevykazovali vhodné vysledky z casovo rozliSenej fluorescencnej
spektrometrie, kvoli moznym necistotam vo vzorkach. Na urCenie uspesSnosti procesu susenia
mrazom V pripade vzoriek s pyrénom boli preto brané do uvahy emisné spektra a polaritné
indexy pyrénu (vysledky ustalenej fluorescencnej spektrometrie kapitola 5.4.1).
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5.5.2 Doby Zivota sondy perylénu vo vzorkach

Nasledne boli premerané vzorky obsahujticej sondu perylén. Na zaklade neobvyklého maxima
pri. Amax =588 nm (Obr. 25) v emisnom spektre vzorky perylénu s 1910 kDa hyalurénan
a vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™ z ustdlenej fluorescenénej spektrometrie, boli
vzorky obsahujucich perylén podrobené meraniam TRF spektrometrii, ktora by mohla potvrdit’
vznik tzv. exciméru perylénu. Na Obr. 26 je uvedeny zmerany priebeh ¢asovo rozliSenej
fluorescencie slepej vzorky perylénu vo vode (modré body), vzorky s perylénom (suspektnym
excimérom perylénu) a s 1 910 kDa hyalurénanom s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™3
(Cervené body) a jej promptu (zelené body). Namerané body priebehu predstavuji vyhasinacie
krivky perylénu u slepej vzorky a zlyofilizovanej vzorky. Z Obr. 26 si m6zeme vSimnut, ze
vyhasinacia krivka, ¢iZe doba dohasinania (zivota) perylénu u zlyofilizovanej vzorky je dlhSia
ako doba dohasinania perylénu vo vode, ¢o sved¢i 0 subpopulaciach excitovanych molekul
s roznou dobou Zivota a 0 véac¢sich hodnotach ¢asov perylénu, nez u slepej vzorky.

Na zéklade analyzy rezidui a hodnoty chi-kvadrat testu dobrej zhody boli individualne
experimentalne body zaznamu slepej vzorky najtesnejSie prelozené dvojfazovou
exponencialnou krivkou, ¢o indikuje dve subpopulacie s odliSnou dobou zivota. Pre
experimentalne body zaznamu zlyoflizovanej vzorky sa ako najvhodne;jsi fit javila trojfazova
exponencialna krivka (t.j. tri doby Zivota). Meranie slepych vzoriek vykazovalo slaby signal
a trvalo omnoho dlhsie oproti meraniu zlyoflizovanych vzoriek. Bolo to spdsobené tym, Ze
pravdepodobnost’, kedy dochadza k excitacii elektronu na vyssiu energetickt hladinu, bola
v pripade slepych vzoriek ovel'a niz$ia, a teda aj ziarivy prechod, resp. emisia ziarenia, bola
sprevadzana nizSou frekvenciou deexcitacie (fotonov dopadajtcich na fotonasobic).

V pripade perylénu by zprincipu uslepej vzorky nemala byt registrovand Ziadna
fluorescencia a ani doba Zivota. Napriek tomu bol detegovany vel'mi slaby signal a boli ziskané
vysledky dob zivota perylénu vo vode. Mozno konstatovat’, Ze silno hydrofébna sonda, ako je
perylén, dokaze z vel'mi malej Casti fluoreskovat’ aj z vodného prostredia.
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Obr. 26: Zmerany priebeh ¢asovo rozlisenej fluorescencie slepej vzorky perylénu vo vode (modré
body) a vzorky s perylénom (suspektnym excimérom perylénu, ¢ = 5-10"° mol-dm~3) a's 1 910 kDa
HYA s vychodiskovou koncentrdaciou 0,4 g-dm~2 (¢ervené body). Prompt je vyobrazeny zelenymi bodmi
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Na Obr. 27 je znazornena analyza rezidui (fitovanie) vzorky obsahujucej perylén (suspektny
perylén, ¢=5-10°mol-dm™®) a1 910 kDa hyalurénanom s vychodiskovou koncentraciou
0,4 g-dm=. Body analyzy rezidui su okolo modelu rozmiestnené nahodne, s homogénnou
variabilitou a nulovou strednou hodnotou nahodnej chyby, ¢o hovori o vhodnom zvoleni
preloZenia bodov zlyofilizovanej vzorky trojfazovou exponencialou. O spravnosti zvoleného
modelu u zaznamu zlyofilizovanej vzorky rovnako hovori aj nizka hodnota chi-kvadratu, ktora
dosahovala hodnoty 1,05.

—_0 = N W A
1

Vazené rezidua []

0 500 1000 1500 2000
t(kanal) [ns]

Obr. 27: Analyza rezidui vzorky s perylénom (suspektnym excimérom perylénu, ¢ = 5-10~° mol-dm )
a s 1910 kDa HYA s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm3

Tab. 11 sumarizuje namerané doby zivota perylénu a ich zastipenie vo vSetkych vzorkach
obsahujtcich sondu perylén. Na zaklade vysledkov z fluorescencie v ustalenom stave,
konkrétne zo spektra vzorky perylénu s1910kDa hyalurébnanom s vychodiskovou
koncentraciou 0,4 g-dm™3 (Obr. 25), boli v kazdej kategérii vzoriek merané tri doby Zivota
perylénu. Zamerom bolo preukazat’ vznik exciméru perylénu na ret’azci hyalurénanu, ktory by
sa mohol prejavit’ dlhou dobou dohasinania fluorescencie.

U slepej vzorky perylénu vo vode boli identifikované dve doby Zivota perylénu. Proporcne
najviac zastipeny Cas (78 %; t = 0,03 ns) zodpoveda rozptylu a druhy ¢as (t = 4,77 ns), ktorého
zastpenie je iba 22 %, je prisudzovany malo rozpustenému perylénu vo vode.

Priemerna doba Zivota perylénu v lyofilizovanych vzorkdch (druhy najdlhsi ¢as) bola
stanovena na 4,73+0,75 ns, pricom zastupenie jednotlivych Casov sa 1isi a pohybuje sa od 1 %
az po 62 %. Nizke hodnoty zastupenia doby zhasania mozu poukazovat’ na slabé hydrofobne
interakcie perylénu sretazcom hyaluréonanu, c¢ize na slaba fluorescenciu perylénu
Z hydrofobneho prostredia.

TREF spektrometria sa ¢asto pouziva na potvrdenie vzniku exciméru, ktory sa prejavuje dlhou
dobou zhasania sondy. Tri doby zivota perylénu boli ziskané u vzoriek [okrem slepej vzorky
perylén vo vode a slepej vzorky s 1 910 kDa hyaluréonanom s vychodiskovou koncentraciou
0,5 g-dm3 a rozpustenym perylénom (¢ = 5-10~° mol-dm™3) po suseni mrazom], kde sme chceli
preukazat’ vznik exciméru perylénu. V pripade opakovanych vzoriek (13 a1l 910 kDa
hyalurénan s vychodiskovou koncentraciou 0,5 g-dm2), kde sa vysledky vel'mi neligili, bola
premerana vzdy tretia opakovacia vzorka za ucelom odhalenia vzniku exciméru perylénu.
Z Tab. 11 sa da povsimnut, ze u tychto vzoriek boli uspesne ziskané dlhé doby vyhasinania
perylénu aboli aj dostatocne zastupené (31-61 %). Priemernd doba zhésania suspektného
exciméru perylénu bola spocitand na 13,87+1,18 ns. Tento dlhy ¢as potvrdzuje fluorescenciu
perylénu z hydrofobneho prostredia. Zaroven nevyvracia vznik exciméru perylénu na ret’azci
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hyalurénanu. Slepa vzorka obsahujica nezlyofilizovany perylén a1 910 kDa hyalurénan
s vychodiskovou koncentraciou 0,5 g-dm ™3, vd’aka nizkym hodnotdm dob zhasania perylénu,
nepotvrdzovala vznik exciméru, ani fluorescenciu sondy z hydrofobneho prostredia.

Z vysledkov je mozné usudit’, ze doby zivota perylénu (druhé najdlhsie ¢asy) v Studovanych
vzorkach by mohli byt priradené fluorescencii perylénu z hydrofobnejSich miest, ¢o by
dokazovalo pritomnost’ hydrofobnych interakcii medzi sondou a molekulami hyalurénanu.
Tab. 11: Namerané hodnoty dob zivota perylénu (c = 5-10"° mol-dm™) v slepych vzorkich avo

vzorkach prvej a druhej série s 13 a1 910 kDa HYA s vychodiskovou koncentraciou 0,5 g-dm (prva
séria) a 0,4 g-dm 3 (druha séria)

Mﬁ(g;;A [;I;rzé] Merané vzorky v [-] 7 [ns] ZaSt[lol/E ]enle
— — Blank 0,81 0,03 78
4,77 22
1910 0,4 Normal 0,85 0,03 94
3,36 6
Excimér 1,05 0,03 8
14,53 31
6,18 62
13 0,4 Normal 1,08 0,03 65
3,75 35
Excimér 1,16 4.67 49
0,49 11
13,84 39
1910 0,5 Blank 0,76 0,03 79
4,98 21
Normal 1 0,94 0,03 96
4,14 4
Normal 2 0,91 0,03 97
4,78 3
Normal 3 0,91 0,03 96
4,65 4
N3 Excimér 1,14 0,03 11
4,71 28
12,23 61
13 0,5 Normal 1 0,86 0,02 96
4,79 4
Normal 2 0,87 0,01 99
457 1
Normal 3 0,88 0,03 95
4,71 5
N3 Excimér 1,05 0,03 12
14,89 55
6,09 33

5.5.3 Doby Zivota sondy prodanu vo vzorkach
Dalsou pouzitou sondou pre modelovanie hydrofobnych interakcii s hyalurénanom bol prodan.
Vzorky s prodanom vykazovali slabsi signal ako v pripade sondy perylénu. U prodanu
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dochadza k posunu maxima v zavislosti na prostredi z ktorého fluoreskuje, a tym padom boli
merané vzorky pri emisii 530 a 555 nm (nastavené parametre pristroja Tab. 8).

U vSetkych zmeranych vzoriek s prodanom boli vysledné zavislosti prelozené dvojfazovou
exponencialnou krivkou, ¢o hovori o pritomnosti dvoch subpopulacii prodanu s odlisnou dobou
zivota. Tab. 12 sumarizuje namerané data vzoriek druhej série a slepych vzoriek obsahujacich
sondu prodan ahyaluréonan S0 strednou molekulovou hmotnostou 13 a1l 910 kDa
a s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™3. Prvy ¢as vzorky vzdy zodpoveda rozptylu svetla
a druhy ¢as zodpoveda dobe zivota prodanu. Z Tab. 12 vidime, Ze doby zivota prodanu medzi
slepymi vzorkami s vel'mi podobné arovnako tak aj lyofilizované vzorky maji radovo
rovnaké doby Zivota excitovanych stavov, aj ich zastipenie. Kvalita fitu bola u vzorky blank
em530 s 13 kDa hyalurénanom potvrdena nizkou hodnotou chi-kvadrat testu (2 = 0,96)
arovnako aj uvzorky normal s 13 kDa hyalurénanom (%2 =1,03). Priemerna doba Zivota
prodanu v slepych vzorkach bola stanovena na 2,234+0,17 ns a Vv ostatnych vzorkach bola
urCena na 1,76+£0,57 ns. Na rozdiel od vysledkov zemisnych spektier s prodanom
(kapitola 5.4.2), z vysledkov z cCasovo rozlisenej fluorescencnej spektrometric nemozeme
s urCitost'ou povedat’, ¢i doslo k hydrofobnym interakciam prodanu s retazcami hyalurénanu.
Nizsia hodnota dob zivota zlyofilizovanych vzoriek oproti slepym vzorkam poukazuje na menej
uspesné susenie mrazom.

Tab. 12: Namerané hodnoty déb Zivota prodanu (c = 5-10"°mol-dm™2) vo vzorkich druhej série
a v slepej vzorke s 13 a 1 910 kDa HYA s vychodiskovou koncentraciou 0,4 g-dm™3

Mw HYA c HYA

[kDa] (g-dm ] Merané vzorky v [-] 7 [ns] Zastupenie [%]
1910 0,4 Blank em530 0,78 0,75 56
2,41 44
Normal 0,86 0,72 54
2,16 46
13 0,4 Blank em530 0,96 0,76 57
2,19 43
Blank em555 0,73 0,03 49
2,08 51
Normal 1,03 0,01 51
1,36 49

5.5.4 Doby zZivota sondy DPH vo vzorkach

Poslednou pouzitou sondou bol DPH. Napriek réznym obmenam nastavenia parametrov
pristroja vSak nebolo mozné zachytit’ jeho signal na TRF spektrometri. Bolo to sposobené tym,
ze DPH, ako silnd hydrofébna sonda, fluoreskuje primarne z hydrofébnych miest a v tomto
pripade bola sonda prili§ hydratovanid na to, aby emitované Ziarenie bolo detegovatelné
pristrojom. Emisné spektra vzorieck s DPH z ustdleného fluorescencného spektrometru
(Obr. 24) st dokazom toho, ze ¢ast’ sondy fluoreskuje z hydrofébneho prostredia, ale mnozstvo
hydrofébnych interakcii medzi sondou a hydrofébnymi ¢ast'ami hyaluréonanu je natol’ko nizke,
ze TRF spektrometria nie je schopnd zachytit’ signdl a zdroven sa sonda nachadza v prili§
polarnom prostredi, kde je kvantovy vytazok fluorescencie DPH nizky.
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6  ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo pripravit’ systém na baze nativneho hyalurénanu (13 kDa
a 1910 kDa), ako vhodného nosica pre lieCivé latky vyuzivajuce hydrofobne interakcie medzi
tymto biopolymérom a modelovymi zli¢eninami. Pre simulaciu hydrofébnych interakcii medzi
lieCivom a biopolymérom boli ako modelové zluceniny pouzité fluorescencné sondy perylén,
pyrén, prodan a 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién (DPH), ktoré su schopné v ramci tohto systému
uprednostnovat’ vznik hydrofobnych interakcii medzi vybranymi hydrofobnymi zltic¢eninami
a celkovo hydrofilnym biopolymérom hyalurénanu. Sir§im cielom tejto prace bolo prispiet
k vyvoju biokompatibilnych a biologicky odburate'nych nosi¢ovych systémov pre hydrofobne
lieky voblasti cielenej distribucie aktivnej latky na baze nativneho, chemicky
nemodifikovaného hyalurénanu v medicine.

Ako prvé bolo treba pomocou DSC stanovit’ najniz§iu moznu teplota terc-butylalkoholu pre
uspesné suSenie mrazom — z hl'adiska napr. degradacie vzorky, a) bud’ blizko Tg, b) alebo okolo
vzorke s 13 kDa hyaluréonanom a 60 hm. % TBA a dosahovala hodnoty —12,47 °C.

Dalej boli pripravené dve série vzoriek lisiacich sa koncentraciou hyalurénanu a vybranych
fluorescenénych sond, ktoré boli podrobené suseniu mrazom. Lyofilizacné kola¢e druhej série
vzoriek pri vizualnom posudeni boli viac paperovité, vlaknité a menej kompaktné ako
lyofilizaéné kolace prvej série. Bolo to spdsobené tym, Ze sa po procese mrazenia tlak ihned’
znizil a pomaly sa zvySoval poc¢as procesu susenia, ¢ize nedochadzalo k degradacii hyalurénanu
(nenarusovali sa jeho intermolekularne vézby).

Utinnost susenia mrazom bola §tudovana pomocou infratervenej spektrometrie
a skenovacieho elektronového mikroskopu. Na zaklade porovnavania nameranych IC spektier
zlyofilizovanych vzoriek (HY A so sondou) a slepych vzoriek (HY A bez sondy) vieme vyvodit’
zaver, ze U zlyofilizovanych vzoriek, s vynimkou vzoriek s pyrénom, doslo K hydrofobnym
interakciam medzi sondou a Specifickymi Castami hyalurénanu, ktoré boli potvrdené
pritomnost'ou absorpéného pasu valencnej vibracie C=C vizby v aromatickych kruhoch sond.
Spektra slepych vzoriek neobsahovali tento typ vibracie kvoli nepritomnosti sondy vo vzorke.
Na zaklade zmeranych spektier, pritomnost’ zvySkového terc-butylalkoholu v lyofilizaénych
kolac¢och nemohla byt vyvratena, ani potvrdena.

Porovnavanim SEM fotografii lyofiliza¢nych kolac¢ov sa doslo k zaveru, ze zvySovanie tlaku
Vv procese suSenia v druhej sérii vzoriek malo pozitivny vplyv na kvalitu lyofilizovanej vzorky.
Vzorky prvej série, kde sa tlak pocas susenia znizoval, totiz zobrazovali hyaluronové vlakna,
ktoré boli viac kompaktné, menej rozvetvené a obsahovali amorfné casti degradovanej
Struktary hyalurénanu. Naproti tomu kolace druhej série vykazovali po suSeni mrazom viac
rozvlakneny hyaluronan v krystalickej podobe, bez amorfnych casti.

Interakcie fluorescen¢nej sondy s hyalurénanom boli Studované aj pomocou ustalenej
a ¢asovo rozlisenej fluorescenénej spektrometrie. U vzoriek s pyrénom boli v emisnom spektre
porovnavané intenzity prvého (373 nm) a tretieho (383 nm) maxima. Polaritny index 2,01
u slepej vzorky bol ukazovatelom fluorescencie pyrénu z hydrofilného prostredia a nizsia
hodnota polaritného indexu vzoriek (1,17 a1,21) indukovala fluorescenciu pyrénu
Z hydrofobneho prostredia. Hydrofobne interakcie sondy s hyalurénanom boli potvrdené
v emisnych spektrach prodanu posunutim emisného maxima zlyofilizovanych vzoriek (HY A
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s prodanom) Kk niz§im vlnovym dizkam, ¢&ize k fluorescencii z hydrofébnych —miest
hyalurénanu. Z emisnych spektier DPH sa da konStatovat’, Ze VySSia intenzita vzoriek oproti
slepej vzorke vypoveda o fluorescencii sondy z hydrofobnych miest, ¢ize o fluorescencii DPH
Z hydrofobnych retazcov hyalurénanu. Vyssia intenzita zlyofilizovanych vzoriek s perylénom
druhej série (na rozdiel od prvej série) v porovnani so slepou vzorkou, potvrdzovali tspesné
hydrofébne interakcie sondy s hyalurébnanom. Emisny pik pri Amax = 588 nm u zlyofilizovanej
vzorky s1910kDa hyaluréonanom a perylénom moézeme interpretovat ako fluorescenciu
krystalického oligoméru perylénu, alebo exciméru perylénu. Na zaklade tohto emisného spektra
vsak nevieme s urcitostou rozhodnut’, ktoré vysvetlenie vzniku piku pri Amax =588 nm je
pravdepodobne;jsie.

Posledna metdda, ktorou bola merana ucinnost’ procesu suSenia mrazom, bola ¢asovo
rozlisend fluorescencna spektrometria. Z vysledkov vzoriek s perylénom boli ziskané doby
vyhasinania perylénu (4,73+0,75 ns a 13,87+1,18 ns), ktoré potvrdzuju fluorescenciu perylénu
Z hydrofébneho prostredia. Zaroven najdlhsi zmerany ¢as poukazuje na potencialny vznik
exciméru perylénu na retazci hyaluronanu. Z vysledkov vzoriek sprodanom z TRF
spektrometrie nemozeme s urcitost'ou povedat’, ¢i doslo k hydrofébnym interakciam prodanu
s hyaluronanom. Niz§ia hodnota dob Zivota zlyofilizovanych vzoriek s prodanom oproti slepym
vzorkam sved¢i o menej efektivnom procese susenia mrazom v tomto modeli. U vzoriek s DPH
nebolo mozné zachytit' signdl na TRF spektrometri. Bolo to sposobené vysokym stupiiom
hydratacie DPH, ¢o znizilo kvantovy vytazok emisie. TRF experimenty vykonané na vzorkach
s obsahom pyrénu neposkytovali vhodné vysledky kvoli moznym neéistotam vo vzorkach. Na
uréenie UspeSnosti vzniku interakcii medzi pyrénom a hyaluronanom boli preto uvazované
emisné spektrd a polaritné indexy pyrénu ziskané metodou ustalenej fluorescencie.

Z analyzy vysledkov merania mdézeme vyvodit zaver, ze metdda suSenia mrazom sa
z hl'adiska podpory hydrofébnych interakcii medzi nativnym hyalurénanom a hydrofébnymi
latkami javi ako uC€innd a perspektivna. Tato prica moéze svojimi vysledkami prispiet
Kk rozsireniu znalostni potrebnych k vyvoju nosi¢ovych systémov na baze nativneho, chemicky
nemodifikovaného hyalurdnanu pre distribticiu lieciv.

Nasledujtce prace budii smerovat’ k vyvoju pripravy a postupu tvorby takychto systémov
a k optimalizacii nastavenia parametrov susenia mrazom. Najmé bude potrebné blizsie skiimat’
potencialnu pritomnost’ terc-butylalkoholu v lyofilizatnom kola¢i pomocou dalSich
analytickych metdd, ako je napriklad plynova chromatografia s plamenovo ioniza¢nou
detekciou, alebo v kombinacii s hmotnostnym spektrometrom. Dalsi vyskum sa moze zamerat’
na pripravu systémov, kde budi modelové zluceniny nahradené farmakologicky aktivnymi
latkami s fluorescenénymi vlastnost’ami, ako su napr. niektoré¢ cytostatika a vitaminy.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

8.1 Zoznam skratiek
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ERK
F6P
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G1P
G6P
GIcN6P
GIcNAC
GIcUA
GIcNACc6P
GLN
GLU
HANP
HAS
HMW
HYA
HYAL
ICTA
IC

LMW
LYVE

MAP
MIR
NAD

Trojrozmerny

4-metylumbeliferon

Acetyl-koenzym A

Adenozintrifosfat

Infracervend spektroskopia s Fourierovou transforméaciou,
metoda zoslabeného tplného odrazu
1,4-butandioldiglycidyléter

Zhasac Ciernych dier 3

Cluster of differentiation 44 receptor
Chlor e6
Cetyltrimetylaméniumbromid
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién
Diferen¢na skenovacia kalorimetria
Divinylsulfon

The European Medicines Agency
Emisny polaritni index
Endoplazmatické retikulum

Extracelularne signdlom regulované kinazy
Fruktéza-6-fosfat

Daleka infradervena oblast’

Food and Drug Administration
Glukoza-1-fosfat

Gluko6za-6-fosfat

Glukozamin-6-fosfat

N-acetyl-glukozamin

Glukurénova kyselina
N-acetyl-glukozamin-6-fosfat

Glutamin

Glutamat

Hyalurénové nanocastice

Hyalurénan syntaza

Vysokomolekularny

Hyaluronan

Hyaluronidaza

International Confederation for Thermal Analysis
Infracervené

Nizkomolekularny
Lymph vessel endothelial hyaluronan receptor

Mitogénom aktivovana proteinkinaza
Stredna infracervena oblast’
Nikotinamidadenindinukleotid
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0-HYA
PEG
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RHAMM
RTG

SEM
TAC

TBA

TLR

TRF

TSG-6

UDP

UDP-G
UDP-GIcUA
UDP-GIcNACc
UTP

uv
vVHMW

Nuklearny faktor kappa B

Blizka infracervena obslat’
Oligosacharidy hyalurénanu
Polyetylénglykol

Polaritny index

Pyrofosfat

Hyaluronan-mediated motility receptor
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Skenovaci elektronovy mikroskop
Time-to-amplitude convertor

Terc-butylalkohol

Toll-like receptor

Time-resolved fluorescence (¢asovo rozliSena fluorescencia)
The product of tumor necrosis factor stimulated gene-6
Uridindifosfat

Uridindifosfat-gluk6za

Uridindifosfat-glukurénova kyselina
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Uridintrifostat

Ultrafialova oblast’ spektra elektromagnetického ziarenia
Vel'mi vysokomolekularny

8.2  Zoznam symbolov

hm. %
Kwm

A

®

™

\Y

Mw

C

f

)\amax.

So
S1
S,

Koncentracia v hmotnostnych percentach
Konstanta Michaelisa-Mentenovej

VInova dizka elektromagnetického Ziarenia
Registrovana ochranna znamka

Trade Mark (ochranna znamka)

Objem

Molekulova hmotnost’

Koncentracia
Frekvencia

VInova dizka pri maximalnej intenzite fluorescencie
Doba Zivota fluorescencie

Zakladny stav molekuly

Prvy excitovany singletovy stav molekuly

Druhy excitovany singletovy stav molekuly
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9 PRILOHY

Priloha 1: Vysledky merania teploty a entalpie topenia zmesi TBA s r6znou hmotnostnou koncentracnou
radou a HYA vo vode v procese endotermickej zmeny na DSC

c TBA [hm. %] Mﬂ'(g;A T topenia [°C] H topenia [J-g Y] T piku [°C]
0 13 -1,19 330,80 2,62
1910 —-1,55 346,50 1,95
10 13 —-10,73 118,94 -2,76
1910 —10,84 125,23 -2,96
20 13 -9,37 335,10 —8,41
1910 -9,27 369,10 —-8,21
30 13 —10,57 237,70 8,36
1910 —-10,53 239,90 —8,95
40 13 —11,46 115,42 -1,02
1910 -10,81 177,65 -1,28
50 13 —12,06 159,70 —-0,54
1910 —-11,51 111,90 -0,59
50 13 —-12,47 166,39 —0,01
1910 —-12,27 183,63 0,20
20 13 -0,89 200,90 0,38
1910 -1,09 183,50 0,32
80 13 —6,42 152,80 —4,08
1910 —6,37 150,30 —4,32
90 13 -6,31 127,70 —4,25
1910 —6,56 124,10 —4,29
100 13 7,79 6,92 -5,06
1910 -7,79 7,64 -5,30
0,24
- ——Pyrén HYA 13 kDa Pyrén HYA 1910 kDa
0,20 1 ﬂ
_ /
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Priloha 2: ATR-FTIR spektra fluorescencnej sondy pyrénu s HYA so strednou molekulovou
hmotnostou 1 910 kDa (Zlta krivka) a 13 kDa (modra krivka).
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