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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci postupu modifikace kyseliny hyaluronové pro
ptipravu artificialnich synovialnich kapalin. Na zaklad¢ literarni reserse byla pro modifikaci zvolena
aminokyselina alanin. Hlavnim cilem bylo zlepseni mechanickych a stabilitnich vlastnosti artificialni
synovialni kapaliny. Charakterizace byla provedena pomoci DLS mikroreologie, makroreologie,
termogravimetrické analyzy (TGA), viceuhlového rozptylu svétla spojeného s asymetrickou frakcionaci
tokem pole (AF4-MALS ) a infracervené spektroskopie (FTIR). Teoreticka ¢ast této prace se zaméiuje
na pohybovy aparat, popis synovialni kapaliny a roli hyaluronanu v metabolismu. V ramci diplomové
prace byla modifikovana artificidlni synovialni kapalina, jejiz ptiprava byla stéZejnim bodem predeslé
bakalafské prace. Experimentalni cast se zamétuje na postup modifikace hyaluronanu, srovnani vzorkt
artificidlnich  synovialnich kapalin bez modifikace, obsahujici modifikovany hyaluronan
a s modifikovanym hyaluronanem i chondroitin sulfatem. Ptipravené vzorky byly hodnoceny z hlediska
viskoelastickych vlastnosti, Casové a enzymatické stability. Pro srovnani byl pouzit i volné€ dostupny
viskosuplement Orthovisc® a realna konska synovie.

Abstract

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

Klicova slova

artificialni synovialni kapalina, reologie, termogravimetrie, modifikace hyaluronanu, chondroitin sulfat,

mikroreologie, alanin, viskoelastické vlastnosti

Keywords

artificial synovial liquid, rheology, thermogravimetric analysis, modification of the hyaluronic acid,
chondroitin sulphate, microrheology, alanine, viscoelastic properties



HROCHOVA, Eliska. Derivatizace hyaluronanu sodného jakozto ndstroj pro zvyseni stability modelové
artificialni synovialni kapaliny. Brno, 2021. Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta

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

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a Ze vSechny pouZité literarni zdroje jsem
spravné a uplné citovala. Diplomova préace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty chemické VUT
v Brné a mtize byt vyuzita ke komeré¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho diplomové prace a dékana
VUT.

Bc.Eliska Hrochova

Podékovani:

Hlavni podékovani patii Ing. Michalu Kalinovi Ph.D., vedoucimu mé diplomové prace, za odborné
vedeni, trpélivost, ochotu a vytrvalost, kterou mi v prubéhu zpracovani diplomové prace vénoval.
Dale bych chtéla podékovat Ing. Jifimu Smilkovi Ph.D za moznosti konzultace v oblasti reologické
problematiky.



OBSAH

1
2

2.1

2.2
2.3
2.3.1
2.4
2.5

2.6
2.7

2.8
2.9

51

52

5.3

UVOD bbbttt b bbbttt b n e n e 7
TEORETICKA CAST ..ottt 8
PORYDOVY @PATAL ... .ot 8
211 SVAIY .. b e e e reeaenreares 8
212 KIOUDY ...ttt 8
213 CRIUPAVKE ...ttt b 8
214 SYNOVIAINT MEMDIANA.......eeeieiiiiiiiiie ettt see s 8
215 SYNOVIAINT KAPATING ... 9
Onemocnéni pohyboVENO aPATatl..........ccviiiiiiiii e 9
0 (1010 |1 3| S SR 10
ZASTUPCT GAG ...ttt b e r e et R b n e r e n e ne e 11
Syntéza hyaluronanu ..........coceeiiiiieiiiiie e 12
Degradace NYAIUrONANU..........c.oiviiiiiis et 13
251 Fyzikalni faktory degradace .........ccocveiiiiiiiiiii e 13
252 Chemicke faktory degradace ..........ccovieiiiiiiiiiiiceeee s 14
Modifikace NYaIUFONANU...........coeiiiiiii e 15
Detekce hyaluronidazove aktivity .........cocoieiiiiiiiiieiiee s 16
2.7.1 Chemicke MELOAY ... .c.vviveriiirieie e nnenne s 16
2.7.2 Fyzikaln€ chemick€ Metody ........cccoeiiiieiiiiiieiereee e 16
Biologické u€inky hyaluronanu............ccocoiiiiiiiiiiiiieeeesee s 16
Viskosuplementy dostupné Na trhitl ..........ccoveieiiieiii s 17
STAV SOUCASNE RESENE PROBLEMATIKY ......coevvuumuirimiriiseeseesessssssessssssessesees 18
CILE PRACE ...ttt 20
EXPERIMENTALNI CAST ...ttt 21
Pouzité chemikalie @ PIISIIOJE .....veeveeiieeiiieiiie ittt 21
5.1.1 PouZité ChemiIKALIE .......c.eeieiieiiieii e 21
5.1.2 POUZILE PIISIIOJC. .. eevveviiiieiee sttt bt et bt sresb e nnesne s 21
Ptiprava modifikované synovialni kapaliny ..........ccccoceeiieiiiiiiiiiceece e 21
521 VZOrek redlné KONSKE SYNOVIC.......civiviriiiiiiiieieisisi st 22
5.2.2 Ptiprava modifikovaného hyaluronanu sodného (pro vzorek synovie B a C)............... 22
5.2.3 Ptiprava artificidlni kapaliny inspirovana patentem US 8716204 (pro vzorek A) ........ 23
5.24 Ptiprava synovialni kapaliny s pfidavkem chondroitin sulfatu ..........c.ccccooeniniiinnnn 23
Podminky méfeni v rdmci pouzitych metod.........cocveveiiiiiniiieine e 23
53.1 LI ST T TP USSR PSP PPN 23
53.2 BT IR e 24
5.3.3 IMLALS .ttt bbbt 24



534 L0 £=To] (oo [ RS 25

5.35 DLS MIKIOIEOIOGIE ...ttt 26
5.3.6 UV-VIS SPEKEITOMELITE ... 27
6 VYSLEDKY A DISKUZE .....ccomsriiimirimiiiiseesisssssessisesesses s 28
6.1 Zakladni materidlova CharakteriZace...........ceveiiiiiiiiiiieieeree e 28
6.1.1 Charakterizace hyaluronanu pomoci AF4A-MALS..........ccccoiiiiiiiiinii e 28
6.1.2 Ovéreni modifikace hyaluronanu pomoci FTIR..........cccooeiiiiiiiniic e 28
6.1.3 Ovéreni modifikace hyaluronanu pomoci TGA .........cooovvieiiiieiineee e 29
6.2 Charakterizace ptipravenych vzorkii synovidlnich kapalin...........cccccvveiiiiinininncinicnenn 31
6.2.1 IMEKIOTEOIOGIE ... 31
6.2.2 IMAKIOTEOIOGIE ...ttt 32
6.2.3 Srovnéni vystupu makroreologie a mikroreologie ..........ccvveerieiieiiiiiiniiesie e 35
6.2.4 Ovéreni opakovatelnosti pfipravy synovialnich kapalin..........cccccocvvveiiiiiiiiiicnnnns 36
6.2.5 [zotermicka termMOZIaVIMEITIC ......ccuveririieeiiriiie et 37
6.2.6 Infracervena spektrometrie S Fourierovou transformaci (FTIR) .......ccccoeviiviiiiiinnnne. 37
6.3 Sledovani stability VZOTKUL .......ccviiiiiiiiiiiic e 40
6.3.1 Enzymatickd Stabilita .........cccceciiiiiiiiiieieese e 40
6.3.2 CaSOVA SEADILIAL ..v.cvuveveeceiee et 41
6.4 Srovnani artificialni synovie se vzorkem realné synovialni kapaliny a ptipravkem
OFTROVISCR) ...ttt sttt ettt sttt s bttt s bt e s bt e s b e sh b e s s e e R b e e bt ekt e s b e e eb b e eb bt e nb e e nbe e nbeenbeesnbeanbeents 50
6.4.1 Srovndni s redlnou KONSKOU SYNOVIL.....cceeiiiiiiiiiiiiiie e 51
6.4.2 Srovnani s artificialnim pfipravkem OrthoviSC® ..........ccccovviiiiiiiiiiiiiiieieseesee s 52
7 ZAVER A DISKUZE.......ciiiiiiiiriiniiiesiiss it 54
8  SEZNAM POUZITYCH ZDROJU........cmirriimiiiiiiinseiiisssissssssssssssssssssssssss oo 57



1 UVOD

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

a zabranuji poranéni kloubu.

Neukojitelna potieba plnéni kazdodennich povinnosti vychazejici z naladéni spolecnosti cCasto
v diisledku nezadoucim zptsobem ovliviiuje lidské zdravi. Clovék se snazi stihat zvySujici se
spolecenské naroky na tkor kvality a mnozstvi spanku, pohybu a vyzivy. Tyto prvky jsou nezbytné pro
zdravi mysli a téla. Pokud je ¢lovék dlouhodobé vystavovan nedostatku vyzivy, odpocinku a pohybu,
pak je vysoce pravdépodobné, ze dojde ke vzniku onemocnéni pohybového aparatu. Dal§im nezadoucim
faktorem ohrozujicim zdravi je genetické zatizeni dédi¢nymi onemocnénimi. Prvotné je jedinec
limitovan béhem sportovnich aktivit. V progresivni fazi onemocnéni kloubti je doty¢ny omezovan
i vramci kazdodenniho Zzivota, finalné je vyrazné ovlivnéna zakladni schopnost sebeobsluhy.
Praktickym ptikladem je aktivni sportovec neschopny na poc¢atku onemocnéni podavat patfi¢éné vykony,
nasledné pocit'uje obtize pii bézné chiizi (na Gad, do obchodu) a nakonec se bolesti ozyvaji pti kazdém
pohybu (vstavani ze zidle, diep, predklon). Pti 1écbé kloubnich obtizi je dllezité pamatovat i na proces
hojeni. Podpora organismu ptedstavuje Sirokou $kalu moznosti, jimiZ je mozno regulovat omezené,
pozastavené nebo blokované samo obnovujici funkce organismu. Pro zdravy pohyb jsou krom kloubt
dalezité i synoviadlni kapaliny, na které se tato prace zamétuje. Je tfeba cilit na zlepSeni funkcnich
vlastnosti poSkozenych kloubi. Je zZadouci zapracovat na zdokonaleni funkénich vlastnosti artificidlni
synovie ve smyslu jeji ¢asové stability, biokompatibility a nasledné pfiblizeni vyrobniho procesu
smérem k aplikaci do kloubii. Jednim z limitujicich faktora artificialni synovialni kapaliny je degradace
hyaluronanu. Ta se reologicky okamzit¢ projevuje poklesem komplexni viskozity a ztratou
viskoelastickych vlastnosti, coz v redlu znamena4, Ze se synovialni kapalina posouva od tekutiny schopné
reagovat pii silovém plisobeni jako pevny material k tekuting, ktera svym chovanim pfipomina olej. Pro
1é¢bu mechanického opotiebeni kloubu je v momentalng v Ceské republice povolena injekce
viskosuplementti popt. latek ovliviigjicich intraartikularni prostfedi pouze do kolenniho kloubu.
Diivodem je zatim nepodchyceny postup aplikace. Koleno je jednim z nejvétSich kloubtl, obsahuje
nejvice synovialni kapaliny. Béhem aplikace je tfeba jehlou proniknout az do kloubu, coz je velmi
bolestivy proces. Produkty dostupné pro tyto ucely na trhu maji nevyhodu v Cetnosti opakované
aplikace. Proto vidim vyssi stabilitu artificialni synovie jako velkou vyhodu jednak ve smyslu snazsiho
uchovani pted aplikaci, tak delsi vydrze béhem ptisobeni v kloubu. To by mohlo snizit pocet aplikaci,

tedy pocet vpicht do kloubu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pohybovy aparat

Pohybovy aparat tvoii kostra a svaly. Kostra pfedstavuje pevnou oporu téla, na kterou se svaly napojuji
a zajistuji dynamicky pohyb. Jednotlivé kosti jsou propojeny pojivovou tkani nebo klouby. Propojeni
pomoci pojivové tkang Ize rozlisit na dalsi tii typy, a to vazivové propojeni (Svy na lebce novorozencil),

chrupav¢ité (meziobratlova ploténka) nebo pomoci kosti (§vy na lebce dospélého ¢lovéka) [1].

2.1.1 Svaly

Svaly se pevné upinaji na kostru a témét okamzité poskytuji odpoveédi na impulzy z mozku. To zajist'uje
ochranu téla pred urazem (popaleny, dislokace). Svaly je mozno rozd¢lit do tii kategorii dle zptisobu
provedeni pohybu.

Agonisté jsou nejsiln€jsi svaly pro vétSinu zdkladnich pohybti. Synergisté samostatné pohyb
neprovadéji, a proto se oznacuji jako pomocné svaly. Jsou schopny prispét k provedeni pohybu
uskute¢iiovaného primarné agonisty. Posledni skupinu tvoii antagonisté, ktefi pisobi silové proti
pohybu proto, aby byly pohyby plynulé a netrhavé [2].

2.1.2 Klouby

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

2.1.3 Chrupavka

Chrupavka obsahuje strukturné pojivovou tkan, podoba se vazivu, ale diky pfitomnosti proteoglykanti
je mnohem pevnéjsi. Chrupavky je tfeba rozdélit do tii kategorii, které se rozlisuji typem kolagenu na

elastickou, hyalinni a fibrézni.

Elasticka chrupavka, jak znazvu vyplyva, poskytuje organismu pruznost a nachazi se napiiklad
V sluchovém tstroji. Hyalinni chrupavka je velmi pevna, vyskytuje se v prudusnici nebo v kloubech
a U embryi obratlovcil pfedchazi vzniku kosti. Fibrozni chrupavka poskytuje organismu nejvétsi oporu,
je slozena z kolagennich vlaken, tudiz odolava velkému namahani. Fibrozni chrupavky se vyskytuji
v kloubech s velkymi naroky na silové pisobeni jako jsou meziobratlové ploténky nebo menisky
Vv kolennich kloubech [4].

2.1.4 Synovialni membrana

Synovialni membrana je fibr6znim, velmi prokrvenym povlakem kloubu. Hlavni funkei této membrany
je udrZeni stalého slozeni synovie. Membrana obsahuje synoviocyty, které kontinudln€ syntetizuji
hyaluronan pro synovialni kapalinu [5].



2.1.5 Synovialni kapalina

Synovialni kapalina pfedstavuje esencialni soucast kloubu, ktera slouzi pro jeho ochranu a vypln.
U zdravého pacienta bez patologického stavu se mnozstvi Synovie pohybuje vrozmezi nékolika
mililitrti. Tato Zluta ¢ira kapalina svou hustotou asociuje vajeény bilek.

Funkce synovidlni kapaliny v organismu

Kloub je konstrukéné uzptisoben k pohybu, béhem kterého na n&j pasobi rizné sily (naptiklad tfeci nebo
tthovd). Dlouhodobé ptlisobeni sily spolu se zménami materialu (kost, chrupavka) vede k poskozeni
kloubu [6]. Jak z vy$e zminéného textu vyplyva, synovialni kapalina musi kloubtim poskytovat ochranu
silového pusobeni (zatéze). Pojem ,,viskoelasticky* zahrnuje kapaliny, které se bez vnéjsiho zasahu
chovaji jako volné tekouci latky, ale pii ptisobni sily vykazuji povahu elasticky pevného télesa. Behem
pohybu jsou na klouby kladeny vysoké naroky, protoze dochazi k silovému ptisobeni a pienosu sil
pohybovym aparatem. Synovialni kapalina vyplituje prostor mezi chrupavcitymi konci jednotlivych
kosti. Zde dle aktualnich narokt snizuje tfeni nebo zpeviiuje kloub pro jeho ochranu (pevnost kolenniho
kloubu pti doskoku) [5].

SloZeni synovialni kapaliny

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

a tim pfispivaji ke snizeni tfeni [9].

2.2 Onemocnéni pohybového aparatu

Sklon k onemocnéni kloubi miZze byt podminén geneticky, ale také muze byt ziskan v dtsledku
nespravné zivotospravy. Tyto degenerativni zmény se projevuji z pravidla v prubéhu 5. dekady zivota

a vyrazn¢ snizuji kvalitu Zivota postiZzené osoby.

Osteoartoza (OA)

Konkrétni pfi¢iny vzniku tohoto onemocnéni stale nejsou presné urCeny, ale predpoklada se, ze OA je
vysledek kombinace hned né€kolika faktorti. U nemocnych dochézi k poruse vyzivy chrupavek, dochéazi
ke zvyseni vodnatého podilu v kloubech. Dochazi k masivnimu ubytku proteoglykand, coz se projevi
na snizeni elasticity kloubnich slozek. Organismus ztraci chrupavcitou hmotu, tomu mtize nasledovat
zanét kosti. Fyzicky nemocny pocituje bolesti kloubti spojené nasledné se zanétem, coz vede
k pohybovym diskomfortim az k imobilité. Vyskyt onemocnéni je pravdépodobnéjsi u starSich lidé,
protoze klouby vlivem starnuti ztraci schopnost obnovy chrupavéité tkané. DalSim faktorem

inklinujicim k OA je nadvaha a s tim spojené ptetézovani kloubu [10].



Artritida

Artritida je vSeobecnym pojmem zahrnujici desitky autoimunitné podminénych chorob kloubt
vedoucich k jejich bolestivosti a snizené mobilité.

Revmatoidni artritida je zavazné zanétlivé autoimunitni onemocnéni, pii kterém dochézi k ubytku
chrupavgité tkan¢ [4]. Toto onemocnéni se vyskytuje az SX ¢astéji u zen nez u muzi. Psoriaticka artritida
je pridruzené zanétlivé onemocnéni, které postihuje klouby pacientd trpicich autoimunitnim
onemocnénim zvanym lupénka, pfi kterém dochazi ke vzniku Supinatych lozisek vSude po téle [11].
Ro¢ni prirtstek je pocitdn na 1 az 10 nemocnych na 100 000 obyvatel. Septick4 artritida je zptisobena
bakterialnimi pivodci a miiZe nastat i U pacientll po vymeéné kloubl. Bakterie se pfemnozi a aktivuji
imunitni reakci vedouci k otoku a bolestivosti postizeného kloubu [12], [13]. Ve ¢lanku [14] sledovali
zmény hyaluronanu v zavislosti na mife progrese onemocnéni revmatoidni artritidou a zjistili, Ze
koncentrace hyaluronanu je u pacientu nizsi nez u zdravych lidi, ale nejsou mezi nimi rozdily. Nemocni
pacienti se v koncentraci hyaluronanu pohybuji mezi 0,17 az 1,32 g/1. Nebyl pozorovan zadny vliv 1é¢iv
na strukturu hyaluronanu (porovnavana nesteroidni a steroidni 1écba).

2.3 Proteoglykany

Proteoglykany jsou nezbytnou strukturni slozkou tkani, zajist'ujici organizaci hmoty v celém organismu,
hojné se vyskytuji v extracelularni matrix a jejich vliv saha az k organizaci fibrilarnich vlaken kolagenu.
Jsou slozeny zhlavniho proteinového vldkna ubikvitinové drdhy, na kterém jsou navazany
glykosaminoglykany (GAG), které zajistuji specificnost jednotlivych proteoglykanovych vlaken.
Hlavni proteinové vlakno dosahuje rozméri od 10 do 500 kDa [15]. GAG jsou polyanionty, proto jsou
schopné vazat opa¢né nabité ¢astice (K™ a Na*). Tim jsou schopny osmoticky pfitahovat molekuly vody
a udrzovat je v ECM. Ziporny niboj GAG jim propUjcuje piitomny sulfit a hydroxylové
skupiny [16], [17].
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Obrazek 1: Prehled GAG [15]

2.3.1 Zastupci GAG

Chondroitin sulfat (CS) se hojné vyskytuje v chrupavkach a je nedilnou sou¢asti ECM. Diky zapornému
naboji je CS schopen v kloubech zadrzovat vodu, ktera napomaha kloubum v odpovédi na silové

pusobeni. Vyhodou podani CS jako 1é¢iva je jeho pozitivni vliv na mirnéni ptiznakt OA [4].

Dermatan sulfat (DS) je typickou soucasti fibrozni pojivové tkané [18]. DS ma vliv na srazeni krve,
aktivuje rastové faktory hepatocytii v jatrech a ucastni se i protoonkogeneze. Protoonkogeny se bézné
nachazi v organismu, kde jsou zodpovédné za proliferaci bunék. Nebezpeci piedstavuje abnormalni

aktivace téchto gend, ktera vede k nekontrolovatelnému a nadmérnému bunécnému déleni [19], [20].

Keratan sulfat (KS) se nachazi v rohovce, kloubech a kostech. KS je schopen udrzovat tkané
hydratované, a proto se pouziva jako piisada o¢nich kapek. Miyamoto a kolektiv zjistili, Ze KS je mozno
pouzit i jako biomarker pii stanoveni rakoviny zenského pohlavniho ustroji [21], [22]. Podavani KS
stejné jako DS v ramci 1é¢ebné preventivniho procesu hraje vyznamnou roli pii ochrané chrupavek proti
poskozeni [23].
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Primarnim ukolem heparinu je antikoagulace. V dne$ni dob¢ je ziskavan ze stfevni sliznice prasat
a hovéziho dobytka, nasledné piecistén a hojné pouzivan v 1éEbé vysoké srazlivosti krve. Heparin
produkuji zirné buitkky umisténé v pojivové tkani nebo kapilardch. Heparan sulfat (HS) se nachdzi na
membranach buné€k a v extracelularni matrix. Stejné jako heparin je HS schopen antikoagulovat, av§ak

V niz8i mife oproti heparinu [24], [25].

Kyselina hyaluronovd (HA) se v organismech nachdzi ve formé sodné soli aje linearnim
polysacharidem slozenym z disacharidovych jednotek N-acetylglukosaminu a kyseliny glukuronové.
[26]. Primérny dospély 70 kg jedinec obsahuje piiblizné 15 gramt HA, ktera vypliiuje vétSinu
extracelularniho prostoru, v organismu hraje vyraznou roli v embryogenezi, ale i pfi vzniku rakovinného
bujeni [27]. HA se vyskytuje napiiklad v oénim sklivci, ECM nebo v synovialni kapaliné. Pramyslové
se ziskava z bakterii rodu Streptococcus fermentac¢nim procesem, byt je ho mozno ziskavat i z kohoutich
hiebinkd nebo osrdeénikové tekutiny kralika [28].

2.4 Syntéza hyaluronanu

Hyaluronan je syntetizovan na vnitini stran¢ plazmatické membrany, ve form¢ linedrniho polymeru.
Tim se odliSuje od ostatnich glykosaminoglykanu, které jsou syntetizovany v Golgiho aparatu [29], [30].
Nasledné je vytlacen membranou do okolniho prostiedi, protoze by jinak hrozilo zni¢eni bunky, a to
hned ze dvou divodi. Prvnim divodem jsou nové vznikajici fetézce hyaluronanu o desetitisicich
disacharidovych jednotek, které zabiraji velké mnozstvi prostoru. Druhym divodem, pro¢ je nezbytné
nové nasyntetizovany hyaluronan vytlacit z bunék je jeho viskozita. Ta piedstavuje jednu z velmi
dalezitych a hojné vyuzivanych vlastnosti hyaluronanu. Rapidni rist viskozity uvnitt buiiky je opét

nezadoucim faktorem pro zachovani pfirozeného intracelularniho prostredi [27].

Hyaluronansyntdzy

Syntéza hyaluronanu je zajiSténa enzymy hyaluronansyntazami (HAS). Ty jsou rozdéleny do tii trid.
Strukturné jsou témét identicke, presto vSak poskytuji rozdilny findlni produkt lisici se molekulovou
hmotnosti hyaluronanu. Délka fetézcl hyaluronanu je odlisna vzhledem k jeho funkcim v riznych

Castech organismu, proto je nezbytné produkovat hyaluronan o rtiznych molekulovych hmotnostech.

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

v

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

Béheme syntézy jsou stiidavé zapojovany jednotky uridindifosfat-glukuronové kyseliny (UDP-GICA)
a uridindifosfat-N-acetylglukosaminové jednotky (UDP-GICNAC) na redukujici konce polymeru.
Neredukujici konec je orientovan vné a tak dochazi k vypuzovani hotového hyaluronanu[30], [32].
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Obrazek 2: Syntéza hyaluronanu [30]

2.5 Degradace hyaluronanu

Degradace hyaluronanu mtze byt jak zadouci, tak nezadouci. Z hlediska organismu je nezbytné, aby
dochazelo k obnové bunétné hmoty, a to se vyrazné projevi i na tzv. obratu hyaluronanu. V kazi
a kloubech je 20 az 30 % odbourano hned na misté, zbytek zajiStuje lymfaticky systém. VétSina
hyaluronanu je odbourana jatry (kolem 90 %), ledviny procistuji ptiblizné 10 %, ale je zajimavé, ze
v moci z téla odchazi maximalné 2 % z celkového mnozstvi hyaluronanu [33]. Rychlost zpracovani
a nasledného odbourani hyaluronanu v synovialni kapaling (stejné jako v celém téle) uzce souvisi s jeho
molekulovou hmotnosti. Cim je del3i fetézec (vy$§i molekulova hmotnost), tim v&tsi ¢as je tieba na jeho
zpracovani. V podstaté véci je tieba rozliSovat mezi degradaci fyzikalni a chemickou. Do fyzikalni
degradace patii vlivy prostiedi jako UV zéfeni, ultrazvuk nebo teplota. Chemickéd degradace zahrnuje
pusobeni enzymi jako jsou napiiklad hyaluronidazy.

2.5.1 Fyzikalni faktory degradace

Mezi fyzikalni faktory je mozno zatadit teplotu, volné radikaly nebo napftiklad ultrazvuk. Se zvySujici
se teplotou klesa viskozita hyaluronanovych roztokt, coz je nezadouci projev v ramci viskoelastickych
vlastnosti pro aplikaci do kloubd. Pokud klesne viskozita v kloubech, pak dochazi k uvolnéni, klouby

ztraci na pevnosti a hrozi nebezpeci poranéni.

Ultrazvukové piisobeni nedokéze hyaluronanovy fetézce rozsté€pit na monomerni jednotky, ale dokaze
snizit jejich molekulovou hmotnost. S molekulovou hmotnosti je spojena i stabilita a mechanicka
odolnost matrice. Nizkomolekularni hyaluronan neni schopen poskytnout dostacujici viskoelasticky
profil, ktery by byl srovnatelny s vlastnostmi redlnych kloubnich matric [34].

Volné radikaly v téle vznikajici po absorpci ultrafialového zateni (naptiklad ze Slunce). Existuje studie,
kde ucinky oxidativniho stresu na hyaluronan tlumily pfidavkem mannitolu. Vysledkem byl odolnéjsi
hyaluronan [35].
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2.5.2 Chemické faktory degradace

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

Transmembranové receptory CD44 a RHAMM

Transmembranovy glykoprotein CD44 je hlavnim receptorem pro hyaluronan. Strukturné variabilni
CD44 reguluje metabolismus hyaluronanu, aktivaci leukocytll a snizovani cytokinl (dulezité pro
imunitni odpovéd’). Zajimavé je, ze krom spousténi imunitni reakce pomoci leukocytt, také figuruje
v nadorovém bujeni [36]. Slouzi pro aktivaci imunitni reakce, zajiStuje komunikaci mezi bufikami

samotnymi a komunikaci buniky s matrix.

Druhy transmembranovy receptorovy protein RHAMM (pro mobilitu hyaluronanu) kontroluje presun
materialu v ramci bunééné hmoty a nachazi se jak uvniti bun¢k, tak na membrané. RHAMM kontroluje
déleni bunek. V ramci degradace hyaluronanu figuruji oba receptory (CD44, RHAMM). Pii kontaktu
molekuly hyaluronanu sreceptory dochdzi ktvorbé lysozomalniho vafku se S$tépenym
hyaluronanem [31].

Hyaluronidazy

Hyaluroniddazy (HYAL) jsou bilkovinné enzymy zodpovédné za Stépeni polymernich fetézct
hyaluronanu na kratsi segmenty. Oznaceni hyaluronidazy je neptesné, nebot’ jsou tyto enzymy schopny
Stépit i chondroitin, chondroitin sulfat, i kdyz v mensi mife nez hyaluronan. HYAL je vice typi, jsou

déleny dle organismd, z nichz pochazeji.

Bakterialni HYAL je mozno oznacit jako f-endo-N-acetylglukosaminidazy a mechanismem svého
ucinku spadaji do lyaz. Jejich plisobeni je detekovatelné spektrofotometricky. Produktem bakterialnich
HYAL jsou disacharidové jednotky [37], [38].

Savéi HYAL jsou také f-endo-N-acetylglukosaminidazy, ale fadi se do hydrolaz. Pivodni problém
v detekci jejich aktivity byl vyfeSen s ELISA testy. Savéi HY AL bylo mozno detekovat pouze zménou
viskozity nebo novym vznikem N-acetyl-glykosidovych jednotek, vSechny tyto parametry byly
nespecifické. Obecné lze definovat rozdilnou Uc¢innost téchto enzymi v zavislosti na pH. HYAL
obratlovct zahrnuje dvé skupiny, prvni obsahuje HY AL dosahuji nejvyssi aktivity pfi neutralnim pH.
Druha skupina zahrnuje lysozomalni enzymy nejlépe pracujici pii pH pod 4. Hlavnim produktem jsou
tetrasacharidové jednotky [38].

HYAL pijavic, nékterych paraziti a korysu reaktivitou pfipominaji HY AL obratlovcil a také se fadi
mezi hydrolazy. Stejné jako u sav¢ich HY AL dochazi ke vzniku tetrasacharidi [38].

Peroxinitrodovy aninon ONOO

Tato stabilni molekula ptisobi na butiky nezadoucim zptisobem. Jakozto oxidaéni ¢inidlo sméfuje buiky

bud’ k apoptodze (bunécné smrti) nebo minimalné ztraté¢ funkénich vlastnosti. Ve ¢lanku [40] dokazali,
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ze pritomnost tohoto aniontu zkracuje délku hyaluronanovych fetézci, coz ve vétsim métitku vzbuzuje

imunitni reakci.

2.6 Modifikace hyaluronanu

Modifikace hyaluronanu pfedstavuji moznost vylepseni jeho ,,slabsich* vlastnosti v zavislosti na dané
aplikaci. Diky pfitomnosti enzymatického aparatu je télo schopno odbourat hyaluronan bez vétsich

problému s rychlosti tmérnou jeho molekulové hmotnosti nebo specifickym modifikacim.

Sira hraje zasadni roli v sitovani hyaluronanu. Autofi publikace [41] popisuji, jak modifikovat
hyaluronanovy gel pomoci divinyl sulfatu, kterym hyaluronan ziska na stabilité i pevnosti a je vhodnéjsi
pro adhezi bun€k v ramci tkdnového inzenyrstvi. Thiolem modifikovany hyaluronan vykazoval in vitro
na bunkach mySich fibroblasti pomalej$i degradaci nez bez modifikace, a toiza pfitomnosti
hyaluronidaz [42].

Pouziti benzylovych derivatd je aktudlni pro tkanové inzenyrstvi umélych chrupavek. Takto
modifikovany hyaluronan je hydrofobni a da se fidit rychlost jeho degradace [43]. Stejné tak je pro
tkanové inzenyrstvi slibna kombinace hyaluronanu s hydrazidovymi derivaty. Predstavuji dobry
potencial pro cilené uvoltiovani 1é¢iv a pro studium role hyaluronanu v bunééné signalizaci
a adhezi [44].

Pozitivnim pfinosem miZe byt i spojeni hyaluronanu s kyselinou taninovou (TA). TA se fadi mezi
ttisloviny, coZ jsou polyfenoly bézn¢€ se vyskytujici v rostlinach nebo ovoci. Jsou zodpoveédné za trpkost
nezralych plodii a béZné se pridavaji do kavy ¢aje nebo vina pro obohaceni chuti. Ve ¢lanku [45] zmifuji
hyaluronanovy hydrogel sitovany pomoci polyethylen glykol diglycidyl etheru (PEGDE). TA je
schopna fyzikdlné sitovat za pfitomnosti PEGDE a tvofit tak pevnou vodikovou vazbu. To ma za
nasledek zvySeni pevnosti hydrogelu, lepsi proliferaci bunék bez cytotoxického rizika. Pritomnost TA

zaroven pozitivné ovliviiuje odolnost hydrogelu vii¢i enzymatickému ptsobeni hyaluronidaz. Dal§im

rrrrr

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

interagovat s piitomnymi ionty kovu, ¢imZ tyto enzymy zlstanou v inaktivni formé [47].

Hyaluronan se da také pouzit jako substrat pro zabudovani IéCiva. V piipadé mitomycinu C
(chemoterapeutikum s antitumorickou aktivitou) slouzi pro prevenci peritonealni adheze a lep$iho cileni
na rakovinu prsu nebo vajecniktl. Pfi operaci dutiny bfisni v misté rany dochéazi k okamzitému hojeni
tkang, a to ne na okrajich fezu, jak je bézné na kuzi, ale na celé plose poranéni (chirurgickém fezu)
bezprosttedné po jeho vzniku. Peritonealni sristy jsou nezadouci z hlediska pooperacnich komplikaci
ve smyslu zvySeni imunitni reakce a rozvinuti zanétlivého stavu, coZ je nezadouci. Dale jsou peritonealni

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

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

nasledné uvedla pouze vybrané ptiklady.

2.7.1 Chemické metody

Kolorimetrické stanoveni redukujiciho N-acetyl-glukosaminu Morgan-Elsonovou reakci je vhodnym
postupem pro detekci terminalniho N-acetyl-hexosaminu Tyto produkty jsou vysledek aktivity hydrolaz
ve vzorku s ¢ervenym p-dimethylbenzaminoaldehydem [50].

Dalsi moznosti je pouziti ELISA testl, kde je pfitomen hyaluronanovy substrat s volnymi
karboxylovymi skupinami. Ty jsou biotinizovany pomoci biotin hydrazinu. Vyhodou této metody je
preciznost a presnost a relativni rychlost analyzy. Ve vysledku se aktivita projevi jako snizeni
absorbance oproti kontrole [51].

2.7.2 Fyzikalné chemické metody

Viskozitné reduk¢ni metoda vychazi ze zmén molekulové hmotnosti. Pisobenim enzymu se molekulova
hmotnost hyaluronanu snizuje a s tim klesd i viskozita matrice. Pro stanoveni je mozno pouzit
viskozimetr. Dalsi moznosti je méfeni molekulové hmotnosti v ¢ase, protoZe je po prolozeni mozno
sledovat kinetiku degradace [52].

Turbidimetrické metody se také zaméfuji na zménu viskozity roztoku. Zeslabeni intenzity paprsku

prochazejiciho vzorek signalizuje nizsi viskozitu, tedy aktivitu hyaluronidaz [53].

2.8 Biologické ucinky hyaluronanu

Hyaluronan se vyskytuje hojné v télech organismi a je zapojen do mnoha pochodt. Tim ovliviiuje
organismus vizualné, metabolicky, zapojuje se do imunitni odpovédi nebo se stava nezbytnou soucasti
chemickych pochodt v organismu.

KiiZe (starnuti, hojeni ran)

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

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

Syntézou inhibitort tkanovych metalloproteint hyaluronan ptispiva ke sniZzeni degradace kolagenu, tedy
snizeni projevl starnuti kiize, to vSak mulize mit i negativni dopad. Pokud neni syntéza kolagenu
pfimétené korigovana, pak dochazi k jeho hromadéni v rané a vznikaji nevzhledné keloidni jizvy.
V misté vzniku keloidni jizvy klze ztraci pruznost, coz je komplikaci napfiklad pii rozsahlejSich
popaleninach [56], [57].
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Imunitni ukazatel

Je vseobecné znamo, ze organismus je velmi citlivy na délku hyaluronanovych fetézcii. Pokud se
vV urCitém misté hromadi kratké hyaluronanové sekvence, spousti to okamzit¢ imunitni odpoved
organismu. Nizkomolekularni hyaluronan signalizuje pfitomnost zanétu a ten je potieba eliminovat.
Proto jsou do oblasti vyskytu nizkomolekularniho hyaluronanu vyslany buiiky imunitniho systému pro
eliminaci nezadoucich vlivl. To Ize pouzit v 1éCebném procesu u diabetikll. Vlivem nizkého prokrveni
periferii u nich vznika fenomén obecné znamy jako ,,diabeticka noha*. Dochazi k odumirani nervového
systému a cévniho zasobeni na periferii zptisobeného nadmérnou koncentraci glukézy v krvi. To
zpusobuje infekci. Nedostatecné v€asné podchyceni zacatku onemocnéni ve vétSingé piipadi konci
amputaci koncetiny, aby bylo zabranéno celkové systémovou zanétlivé reakci organismu neboli sepsi.
Pokud je takovému pacientovi do postizené periferie vpichnuta injekce nizkomolekularniho
hyaluronanu, pak dojde k zvyseni prokrvené této oblasti, s vy$$im pritokem krve jsou transportovany
imunitni latky a ty zahajuji samo hojici proces organismu. Timto zpiisobem je mozno ptedchazet

amputacim a s nimi spojenou sniZzenou kvalitou zivota pacienti [58], [59].

Konjugdty hyaluronanu a léciv

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

které by vznikly napiiklad pti celkovém ozafovani [60], [61].

Chondroprotektiva

Bunky chrupavcité tkdné (chondrocyty) kultivované v pfitomnosti hyaluronanu jsou schopny vyssi
produkce extracelularni hmoty a vykazuji vys$si proliferaci DNA. Hyaluronan je schopen regulovat

nervovy vjem a tim sniZzovat intenzitu bolesti [62], [63].

2.9 Viskosuplementy dostupné na trhu

Na trhu existuje Siroka skala ptipravku (n€kterych i volne€ dostupnych bez 1ékarského predpisu), které
obsahuji hyaluronan a maji mit pozitivni t¢inek na regeneraci kloubti nebo zamezovat bolestivému stavu
spojenému s kloubnimi onemocnénimi. V ¢lanku [64] jich je hned nékolik uvedenych, hlavnim rozdilem
je molekulova hmotnost hyaluronanu, zptisob a cetnost aplikace ptfipravkd. Naptiklad pripravek
Hyalgan® obsahuje hyaluronan 0 molekulové hmotnosti 500 az 730 kDa a aplikuje se 1x tydné po dobu
5 tydnd. Oproti tomu piipravek Euflexxa® obsahuje hyaluronan o molekulové hmotnosti 2400 az
3600 kDa a aplikace je vyzadovana 1x tydng, 3 tydny celkem v ramci jedné kuary. Orthovisc®
0 molekulové hmotnosti 1000 az 3000 kDa odpovida molekulové hmotnosti hyaluronanu pouzivaného
v ramci moji BP, na kterou touto praci navazuji. Vyhodou toho pfipravku je, ze je registrovan jako
doplnék stravy, tudiZ je volné prodejny a nebude komplikované ho pofidit jako srovnavaci material pro
artificialni vzorky. Tento ptipravek dle vyrobce obsahuje 15 mg/ml hyaluronanu sodného a mél by se
aplikovat 1x tydné po dobu maximalné 4 tydnt, po pil roce je tieba 1éEbu zopakovat [27].
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3 STAV SOUCASNE RESENE PROBLEMATIKY

Hyaluronan ma v téle Sirokou $kélu funkci a je také aktudlnim predmétem zajmu pro tkaové inzenyrstvi
stejné tak pro systémy na cilenou distribuci 1é¢iva. Hyaluronan je organismy rychle odbouravan, a to je
v piipadé medicinskych aplikaci pfevazné nezadouci, proto je vhodné ho modifikovat. Dostupna

literatura predklada hned nékolik moznosti modifikaci.

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

poskytuje vhodné prostiedi pro osidleni butikami, a proto ma potencidl v tkaiovém inzenyrstvi.

Pro aplikaci do kloubt, jako ndhrada synovidlni kapaliny, vice vyhovuje modifikace pomoci
aminokyselin. Vyhodnost této strategie spociva zejména v tom, ze se aminokyseliny pfirozené vyskytuji
v téle, tudiz po jejich aplikaci nepfedpokladdme nezadouci imunitni reakce a po metabolickém
zpracovani mohou byt aminokyseliny organismem zcela vyuZity. V ¢lanku [66] byly hyaluronanu
modifikovany volné karboxylové skupiny navazanim aminoskupin, coz ve vysledku zvySuje odolnost
modifikovaného hyaluronanu proti ptisobeni hyaluronidaz. Plisobeni enzymt je hlavnim problémem pfi
injek¢ni aplikaci hyaluronanu do t€la. Modifikovany hyaluronan byl srovndvan s jeho nativnim
ekvivalentem. Hyaluronan byl izolovan po bakterialni fermentaci (Streptococcus equi). Sodna sil
hyaluronanu byla pro lepsi zpracovatelnost pievedena na tetrabutylamonium a nasledné byla pod
argonem po dobu 6 hodin a ve vodni lazni pfipravena pro naslednou lyofilizaci a dalsi Gpravy. Systém
byl charakterizovan velikostné-vylucovaci chromatografii, spektrofotometricky, reologicky a pomoci
nuklearni magnetické rezonance (NMR). V zavéru bylo zjisténo, ze diky pfitomnosti organického
rozpoustédla doslo k ¢etnému roubovani. Kombinace hyaluronanu s tyrozinem se z hlediska bobtnani
nejvice blizila nativnimu stavu. Vybornych vysledkl z hlediska odolnosti vii¢i enzymatické degradaci
vykazoval hyaluronan v kombinaci s kyselinou asparagovou, valinem, fenylalaninem, threoninem

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

Dalsi mozZnosti modifikace hyaluronanu je uprava fetézct pomoci alaninu [67]. V tomto ¢lanku byl
pouzit hyaluronan (ve formé& sodné soli) v kombinaci sl-alanin ethylesterem a N-
hydroxysukcinimidem (NHS) a 1-Ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karboimidem (EDC), bé&hem
vyrobniho procesu je tieba neustale kontrolovat hodnotu pH (obecné miizeme fict, Ze je tieba pohybovat
okolo hodnoty 7,5). Poté je smés tfeba purifikovat pomoci dialyzy, aby byly odstranény
nizkomolekularni slozky, které jsou v tomto ptipadé nezadouci. Prvné je tieba dialyzovat 24 proti vode,
nasledné 2 hodiny proti 0,05M NaOH, poté 40 hodin proti 0,1M NaCl. Nasleduje 72hodinova dialyza

proti vode a finalni lyofilizace. Vytézek byl v ¢lanku urcen na 86 az 88 %.

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

modifikace a modifikovanou synovii pomoci aminokyseliny.

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

Barvivo Stains-all je schopna zaznamenavat nejen degradaci hyaluronanu, ale i zmény na chondroitin
sulfatu, coz je substrat, ktery jsou hyaluronidazy taky schopné $tépit. Konkrétné se jedna o savci

hyaluronidazu HY AL 4, ktera je jedna z péti zakladnich hyaluronidaz sav¢iho typu [69].

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

Po zdatilé modifikaci HA je zadouci do smési pfidat CS. Ten ma schopnost zabudovavat se ptimo
v misté aplikace (oproti HA), tudiz by v kloubu mohl ihned nastartovat proces hojeni a vyzivy
poskozené chrupavky [70]. Pokud je, dle literatury, do matrice ptidan chondroitin soucasné
s hyaluronanem v jednom kroku, pak dochazi ke zvySeni tvorby vodikovych mustkd, coz vede ke
zlepSeni pevnosti celé matrice oproti situaci, kdy by byl pfidan hyaluronan a chondroitin postupné [71].
Dle ¢lanku [72] je CS schopen stimulovat synoviocyty pro tvorbu hyaluronanu. Principem je stimulace
hyaluronansyntdz. Synoviocyty 1ze rozdélit na dvé skupiny. Typ A ma fagocytujici funkci, coz znamena,
ze slouzi k likvidaci nezadoucich latek v kloubu. Typ B pfedstavuje specializované mezenchymalni
buniky produkujici proteoglykany nebo imunitné vyznamné cytokiny [73]. CS je kli¢ovy pro 1é¢bu
osteoartritidy. V pramyslovém meéfitku je CS ziskavan z hovézich, kuiecich nebo rybich chrupavek.
Surovy CS ma velikost mezi 50 az 100 kDa. Po extrakénim primyslovém zpracovani dochazi ke snizeni
molekulové hmotnosti mezi hodnoty 10 a 40 kDa [74]. Literatura se velmi 1i§i v mnozstvi
intraartikularné aplikovaného chondroitinu. Nékteré ptipravky na trhu se snazi cilit na kvantitu, obsahuji
méné bohatou smés hyaluronanu a chondroitinu v mnozstvi desitek mg/ml [75]. Tato prace cili na
komplexni nahradu synovialni kapaliny S pozitivnim vlivem na kloubni ¢asti, proto je mnozstvi
chondroitinu ve smési sméfovano k hodnoté odpovidajici mnozstvi v realné synovii. Zde chondroitin
tvofi jen velmi malou ¢ast smési (20 ug/ml) [76], [77]. CS je mozno ziskat z nékolika riznych zdroju
jako jsou zralo¢i a hovézi chrupavka nebo hovézi pradusnice. Z dostupnych zdroju se jako nejvhodnéjsi
jevi CS z hovézi trachey, nebot’ se prave tento pouziva i v klinickych studiich, a tudiz nejlépe odpovida
realu [76].

I kdyz je nazyvan sulfatem, molekula strukturné odpovida sodné soli chondroitinu, sulfat je zde
kovalentné navazan na molekulu, a to iontovou vazbou mezi sulfatem a sodnymi ionty [78].V ¢lanku
[79] se zminuji o podani warfarinu spolu s CS intraven6zné. To méa za nasledek navySeni antikoagula¢ni

ucinku warfarinu. To ovSem nebylo mozno dokézat pti oralnim podani CS.
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4 CILE PRACE

Zameéfit se na reSersi metod vyuzitelnych pro cilenou modifikaci hyaluronanu sodného pro ucely

zvySeni jeho stability vici enzymatické degradaci.

Na zakladg literarni reserse zvolit optimalni metodiku cilené modifikace struktury hyaluronanu

sodného.

Optimalizovat pfipravu artificialni synovialni kapaliny se zvySenou stabilitou vii¢i enzymatické
degradaci pti souasném zachovani mechanickych vlastnosti a stability ptfipraveného vzorku

V porovnani se synovialni kapalinou pfipravenou z nemodifikovaného hyaluronanu.

Prostudovat stabilitu pfipravenych synovidlnich kapalin a porovnat jejich charakteristiky

s realnou synovialni kapalinou.

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

vyuziti.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie a pFistroje

5.1.1 Pouzité chemikalie

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

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

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

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

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

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

e hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Penta Chrudim, 99 %, CAS: 10028-24-7)
e dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta Chrudim, 99 %, CAS: 7778-77-0)

e ultra ¢ista voda (Elga)

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

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

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

o 1-ethyl-3,3 dimethylaminopropyl-karboimid (Sigma Aldrich, 98 %, CAS: 25952-53-8)
e barvivo Stains-all (Sigma Aldrich, 95 %, CAS: 7423-31-6)

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

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

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

5.1.2 Pouzité pristroje

e ultrazvukova Cisticka (Bandelin)

e pH metr (Greisinger)

e  vyrobnik na ultradistou deionizovanou vodu (Elga)

e Zetasizer Nano ZS (Malvern Pananalytical)

e magneticka michacka (Thermo Scientific)

e termogravimetricky analyzator-TGA Q5000 (TA Instruments)

o FTIR spektrometr-Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific)

e lyofilizator VirTis — BenchTop™ “K” Series

e konduktometr (Mettler Toledo Seven Easy)

e rotacni odparka (Laborota 4000) Heidolph

e chladici t€leso Huber TC40E

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

e Asymetrickd frakcionace tokem pole (AF4) s vicethlovym rozptylem svétla (MALS)
a diferen¢nim refraktometrem (dRI) (sestava v kombinaci od Agilent Technologies a Wyatt
Technology)

5.2 Priprava modifikované synovialni kapaliny

Zakladni pfiprava artificialni synovialni kapaliny bez modifikace a ptidavku chondroitin sulfatu je
popsana v patentu US 8716204. Vramci této prace byl hyaluronan pted pouzitim V Synovii

modifikovan. Modifikace spociva v upravé fetézci HA tvoficiho strukturni zéklad synovie. HA byl
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upravovan pomoci aminokyseliny alaninu. Pro srovnani byl pfipraven i vzorek obohaceny 0 chondroitin

sulfat dtlezity pro regeneraci poskozenych kloubu.

Tabulka 1: Prehled vzorkii synovii dle jejich upravy/obohaceni

vzorek derivatizace hyaluronanu pridavek chondroitin sulfatu
synovie A Ne Ne
synovie B Ano Ne
synovie C Ano Ano
Orthovisc® Ne Ne
Realna koniska synovie Ne Ne

5.2.1 Vzorek realné koiiské synovie

V ramci predeslé bakalarské prace (na kterou tato diplomova prace navazuje) byl ziskan vzorek realné
kotiské synovie diky Veterinarni a farmaceutické univerzité¢ Brno (VFU). Klinika chorob koni odebrala
vzorek synovie z hlezna do sterilni injek¢ni stfikacky a tato synovie byla do n¢kolika hodin po odbéru
prométena, aby bylo zabranéno neobjektivnimu zkresleni vysledku vlivem vlastni degradace redlné
matrice. Vystup tohoto méfeni byl pouzit i v ramci diplomové prace, a to pro porovnani Uspésnosti
modifikace hyaluronanu v artificialni synovialni kapaling.

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

Modifikace neboli tprava hyaluronanovych fetézct cili na zlepSeni vlastnosti polysacharidu ve vztahu
k viskoelastickym parametrim kompletni synovie, kde je hlavnim kritériem hodnoceni mimo jiné
i stabilita v Case. Tento variabilni proces, kde je mozno vybirat z velké $kaly funkénich reakénich

komponent, se zaméfil na modifikaci hyaluronanu pomoci aminokyseliny alaninu.

Pied dialyzacéni upravy

Sodna sl hyaluronanu o hmotnosti 2344 mg byla rozpus§téna v 773 ml deionizované ultra¢isté vody. Po
hodinovém michani na magnetické michacce bylo ptidano 4150 mg I-alanin ethyl esteru (AlaOEt-HCI).
Nasledovala pH kontrola a pomoci 0,1 M NaOH byla hodnota pH upravena na 7,5.

Poté byl pfipraven Cerstvy roztok tvoreny 2699,95 mg N-hydroxysukcinimidu (NHS) s 4494 mg 1-
ethyl-3,3 dimethylaminopropyl-karboimidem (EDC) a to celé bylo rozpusténo v 10 ml deionizované
ultracisté vody. Opét probéhla kontrola pH, kdy bylo tfeba upravit hodnotu pomoci 0,1 M NaOH na 7,5.

Celé smés byla nasledné ponechéana ptes noc na magnetické michacce (300 rpm).

Dialyza

Smés byla kvantitativné pievedena do dialyzac¢ni celulézové membrany (pramér 22 mm). V prvni fazi
byla sm¢s dialyzovana 24 hodin proti destilované vodé. Nasledovala dialyza proti 0,05 M NaOH po
dobu 2 hodin. Pak byl roztok vyménén za 0,1 M NaCl a ponechan dialyzovat 40 hodin. Poslednim
krokem byla dialyza proti vod¢ po dobu 72 hodin.
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Piiprava pro lyofilizaci

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

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

Prvnim krokem je pfiprava fosfatového pufru. Na 50 ml roztoku byly pouzity nasledujici chemikalie
KH,PO4 (2 mM), NapHPO,-2H,0 (10 mM), NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM). Vse bylo smichano
s ultracistou deionizovanou vodou a promichano na magnetické michacce. Dale byly piidany fosfolipidy
(dipalmytoil fosfatidylcholin) o koncentraci 0,1 mg/ml. Vzorek musi byt pro dalsi kroky bez zakalu
a drobnych castic. Toho jo mozno docilit umisténim vzorku do temperovatelné ultrazvukové lazné
s nastavenim teploty na 50 °C po dobu aspon 30 minut. Nasledn¢ je tieba zkontrolovat pH a p¥ipadné
ho upravit 0,1 M NaOH na hodnotu 7,4.

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

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

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

V navazce odpovidajici nemodifikovanému hyaluronanu.

5.2.4 Priprava synovialni kapaliny s pridavkem chondroitin sulfatu

Acrtificialni synovidlni kapalina pfipravena V predchozim bodu byla ve fazi ptidavku modifikované

kyseliny hyaluronové obohacena 20 pg/ml chondroitin sulfatem. Tak byl vytvoten vzorek C.

5.3 Podminky méfeni v ramci pouzitych metod

Pro urCeni efektivity modifikace hyaluronanu a ptidavku chondroitin sulfitu byly pouzity metody
termogravimetrické analyzy (TGA), vicethlového rozptylu svétla spojeného s asymetrickou frakcionaci
tokem pole (AF4-MALS) pro ur¢eni molekulové hmotnosti, reologie, dynamického rozptylu svétla
(DLS mikroreologie), infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR), UV-VIS
spektrometrie.

531 TGA

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

V druhém tzv. izotermickém uspofadani experimentu bylo pfiblizn€ 50 mg vzorku skokovée ohfato na
70 °C. Tato teplota byla 30 minut konstantni, poté doslo k navy3eni teploty na 200 °C. Ubytek hmotnosti
vzorku byl zaznamenavan v zavislosti na ¢ase. ZvySeni na 200 °C bylo nezbytné pro stanoveni mnozstvi
popela.

532 FTIR

Principem této metody je sledovani zmén vibraéné rota¢nich stavii molekul indukovanych aplikaci
infracerveného zatfeni na vzorek. Tato nedestruktivni metoda definuje zavislost absorbance nebo
transmitance na prevracené hodnoté vinové délky (vinoctu). Vyhodou této metody je detailni vystup dat
obsahujici podrobné¢ informace o slozeni vzorku a moznost porovnidni modifikovaného

a nemodifikovaného hyaluronanu

Vzorky hyaluronanu a modifikovaného hyaluronanu byly charakterizovany na FTIR spektrometru
Nicolet iS50 pomoci jednoodrazového ATR krystalu (diamant). Rozetiené vzorky byly naneseny piimo
na ATR krystal a pfichyceny drzikem. Spektra byla zaznamenana v rozsahu vIno¢td 4000-500 cm™

pomoci softwaru Omnic (1 méfeni piedstavovalo primér z 64 skent pii rozliseni 4 cm™?).

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

molekuly typické pro jednotlivé vzorky.

5.3.3 MALS

Tato metoda detekuje molekulovou hmotnost pomoci vicetthlového rozptylu svétla. Jedna se o absolutni
metodu uréeni molekulové hmotnosti bez nutnosti pouziti standardii. Castice vzorku jsou snimény
z riiznych Ghli. Méfeni je nasledné extrapolovano na nulovy thel a pomoci piepoétu je mozno ziskat
gyraéni polomér (druhda odmocnina hmotnostniho priméru). Detekce MALS se casto propojuje
s metodami umoznujicimi predseparaci vzorku dle velikosti ¢astic. Vyuziva se nejéastéji metod
vylucovani chromatografie (SEC) nebo frakcionace tokem v poli (AF4). Po hodinovém rozmichani
hyaluronanovych vzorkii o koncentraci 1 g/l byl pouzit stfikackovy filtr (velikost poért byla
0,45 um) [80], [81].

AF4-MALS

Asymetric flow field flow fractionation pracuje na principu frakcionace vzorku unaseného proudem
kapaliny aplikaci vnéjSiho silového pole kolmo na protékajici kapalinu se vzorkem. Nejprve jsou

eluovany nejmensi castice. Vyhodou této metody je Siroky rozptyl detekovatelnych velikosti (od
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nanometrti po mikrometry), vhodné pro komplexni vzorky (matrice), vysoké rozliSeni. Asymetricka
field flow fractionation se od klasické field flow fractionation 1i§i nahrazenim spodni ¢asti analyzatoru,
kterou netvoii kompaktni sténa, ale semipermeabilni membrana, ktera se specifickou cut off hodnotou

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

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

jako tangencialni tok mobilni faze na separa¢nim kanalu).

5.3.4 Makroreologie

Klasicka reologie na pfistroji Anton Paar byla pouzita k charakterizaci vzorkt z makroskopického
mefitka. Bylo sledovano chovani jednotlivych vzorkit A, B, C pfi namahani. Reologické méfeni lze
vyhodnocovat dvéma zplisoby. Prvni moznosti jsou tokové testy popisujici zavislost smykového napéti
a smykové rychlosti. Dal§im moznym vystupem tokovych testli jsou viskozitni kiivky znazorfujici
zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti [83], [84]. Druhou mozZnost nastaveni méfeni
predstavuji oscilacni testy, které 1ze rozdélit na frekvencni a amplitudové. V ramci frekvencnich testi
dochazi k zaznamenavani viskoelastickych moduld na zakladé rostouci frekvence oscilace senzoru.
V amplitudovych testech je naopak frekvence oscilaci konstantni a nartista amplituda deformace vzorku.

Nastaveni jednotlivych testl je piesné popsano v Tabulka 2: Parametry nastaveni méfeni reologie.

Tabulka 2. Parametry nastaveni méreni reologie

Test amplitudovy frekvenéni tokové
Teplota 25°C,37°C 25°C, 37 °C 37°C
double wall concentric
Senzor 8 mm flate plate 8 mm flate plate .
cylinders
Usporadani deska—deska deska—deska véalec—valec
méfici Stérbina 500 um 500 um 2000 pm
2 minuty na teplotu 2 minuty na teplotu 2 minuty na teplotu
Temperace o o v
merent merent mereni
frekvence oscilaci 1Hz 0,1-100 Hz
smykova 1.100
rozsah amplitud -
P 0,01-10 % 0,50 % rychlost
deformace
pocet bodil na dekadu 6 6 17
pocet opakovani 3 3 2
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Synovialni kapaliny spadaji do kategorie Nenewtonovskych pseudoplastickych kapalin. Prvni pfivlastek
ziskaly diky nelinearni odezvé pii silovém pusobeni, druhy ptivlastek popisuje snizovani viskozity
s rostouci silou. Obecné lze u téchto materidlt predpokladat, Ze s nartistajici pisobici silou dochézi ke
snizovani viskozity materialu. Pokud by tato odezva byla linearni, pak latka spada do kategorie
Newtonovskych kapalinach. Komplexni modul popisuje celkovou odolnost materidlu vii¢i namahani
a je dan oscilacni funkci. Ta zahrnuje realnou cast (dynamicka viskozita) a imaginarni ¢ast (ztratovy
modul). Ztratovy modul je popsan Youngovym elastickym modulem a uhlovou rychlosti [85].

Makroreologickd métfeni byla provedena pro hodnoty do 100 Hz u frekvenénich testil, amplitudové testy
mely maximalni amplitudu deformace v 10 % . Amplituda deformace popisuje procentualni zménu
vychylky ku pivodni vySce vzorku. Je nutné nadefinovat rozmezi silového piisobeni na vzorky, aby

laboratorni méfeni mohla byt srovnatelna s realnym namahanim vzorkt v kloubech.

Meehan a kolektiv ve ¢lanku [86] popisuje zmény synovialni kapaliny po aplikaci vnéjsiho tlaku na
kolenni kloub. Méfeni probihalo pomoci piistroje ptipominajiciho manzetu na méfeni krevniho tlaku,
ktera se umistila na mirné pokréené koleno. Postupné dochazelo ke kompresy a dekompresi kloubu
pomoci manzetového vaku a pomoci ultrazvuku byl skenovan stav synovidlni kapaliny uvnitt kloubu.
Naméfené hodnoty byly zpracovany pomoci programu MatLab. Toto méteni ukazovalo zmény ,,vysky
sloupce synovie v kloubu* maximalné do 50 %, coz odpovida amplitudé deformace.

Pfi odbéru realnych vzorkid neni mozno ziskat objem vét§i nez 10 ml. Ten je tfeba rozdélit mezi vSechny
zafizeni pro stanoveni pozadované charakteristiky matrice, proto byla pro méfeni pouzita geometrie
vhodnéjsi pro tuzsi vzorky. Zde se naroky na spotiebu vzorku pohybuji do 1 ml. To ov§em limitovalo
méfeni jako takové, dochazelo k zanaseni chyby pii méfeni elastického modulu, a proto bylo nutno
snizit pouzitelny rozsah amplitudy deformace do 10 %, coz stale odpovida realnym zménam v Kloubu.

Frekvencni testy byly namétfeny pro frekvence do 100 Hz. Frekvence pohybu kolene si Ize ptedstavit
jako mnozstvi ohnuti za jednotku casu. Proto je pochopitelné, ze vysSich frekvenci neni v realném
systému mozno dosahnout. Stejné frekvenéni rozmezi uvadi i prace Thurston, G. B., & Greiling, H. [87]

nebo prace Wang Junbo a kolektiv [88].

5.3.5 DLS Mikroreologie

Dynamicky rozptyl svétla vyuziva detekci Brownova pohybu molekul v analyzovaném vzorku. V ramci
mikroreologického méficiho modulu jsou do vzorku umistény piedem definované cCastice
(polystyrenové Castice o nominalni velikosti 100 nm). Do kyvety s ptiblizné 1 ml vzorku synovialni
kapaliny bylo nadavkovano 5 ul polystyrenovych nanoc¢astic. Pomoci laserového paprsku
prochézejiciho prasvitnym vzorkem je zaznamenavana zmena intenzity zafeni na detektoru. Tato data

jsou pomoci pfepoctu pievedena na viskoelastickou charakteristiku prostfedi obklopujiciho definované
polystyrenové Castice. Na piistroji Zetasizer Nano ZS byly stanoveny viskoelastické moduly (G G )
a komplexni viskozita (") v zavislosti na frekvenci oscilace paprsku (¢4stic). Méfeni byla opakovéna
celkem 3x, celkem 15 métenych hodnot po 10 sekundach. Pro pfiblizeni se fyziologické teploty bylo

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

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

Tato metoda byla pouzita pro urceni hyaluronidazové aktivity a jejiho vlivu na komplexni matrice
vzorkd A,B a C. Tato analytickd metoda vyuziva Lamber—Beerova zdkona a za pomoci zmén intenzity
laserového paprsku prochazejiciho vzorek je schopna vypocitat koncentraci sledované latky (za

predpokladu pritomnosti standardu pro uréeni absolutniho mnozstvi).

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

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

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

viskoelastickych vlastnosti matrice.

6.1 Zakladni materialova charakterizace

V Gvodni ¢asti prace bylo nutné ovéfit experimentalné, ze provedena modifikace hyaluronanu sodného
byla Gspésna. Pro tyto tcely byly vyuzity metody infraervené spektrometrie, termogravimetrie a AF4-
MALS. Na zaklad¢ téchto metod byly sledovany u pouzitého vzorku hyaluronanu a jeho ptipraveného
modifikovaného ekvivalentu pomoci infracervené spektrometrie zakladni strukturni prvky obou vzorkd,
pomoci termogravimetrie zmény v termické stabilit€¢ obou vzorkii a nasledné bylo rovnéz ovéteno
pomoci AF4-MALS, Ze modifikaci nedoslo k zasadnim poklesu molekulové hmotnosti modifikovaného
hyaluronanu, co by mohlo nazna¢ovat jeho destrukci (hydrolyzu) béhem provedené modifikace jeho

struktury. Definice vychoziho stavu byla nezbytna pro porovnani s dal§imi ipravami jednotlivych latek.

6.1.1 Charakterizace hyaluronanu pomoci AF4-MALS

Jak jiz bylo zminéno vyse, metoda AF4-MALS byla vyuzita stéZejni metoda pro uréeni molekulové
hmotnosti, polydisperzity a gyraéniho poloméru hyaluronanu a jeho modifikovaného ekvivalentu. Oba

vzorky piedstavovaly vstupni materialy pro vyrobu artificialnich synovii.

Tabulka 3: Vlastnosti hyaluronanu urcené pomoci AF4-MALS

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

Z Tabulka 3: Vlastnosti hyaluronanu vyplyva, Ze se molekulova hmotnost hyaluronanu po modifikaci
prili§ nezmeénila. Derivatizaci hyaluronanu dochazi k zavedeni pomérné malé molekuly alaninu do
vyrazné vetsi molekuly hyaluronanu, coz dle ocekavani zpiisobilo pouze drobny nartist molekulové
hmotnosti derivatizovaného hyaluronanu. Oproti tomu doslo ke zméné polydisperzity (PDI) a gyra¢niho
poloméru (rw). Vysledky této analyzy potvrzuji, ze nedoslo k vyraznéjsimu rozstépeni hyaluronanu
sodného, coz je pozitivni zprava, vzhledem k jeho vyuziti v nasledujicich ¢astech prace. Namétené
zmény v polydisperzité a gyra¢nim poloméru naopak naznacuji jisté konformaéni zmény. To by mohlo
zvysit stabilitu matrice, coZ je pozitivni, vzhledem k dal$im experimentalnim ¢astem této diplomové

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

——ptivodni hyaluronan

——modifikovany hyaluronan

absorbance [-]

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

Obrazek 3: Absorpcni FTIR spektrum modifikovaného a nemodifikovaného hyaluronanu

Zaznam na Obrazek 3 obsahuje nekolik charakteristickych piku vychazejicich ze struktury hyaluronanu.
Prvni pik oblasti 3280 cm™ charakterizuje pfitomnost hydroxylové skupiny, nasleduje vétsi pik oblasti
1630 cm? pro hyaluronovy amid. Zaznam potvrdil, ze modifikaci do§lo ke zmén& signalu, a tudiz
strukturni zméné. Mirné rozdily strmosti kiivek modifikované a nemodifikované formy odpovidaji
o¢ekavanim, protoze piidavek aminokyseliny alaninu zvys$il mnozstvi hydroxyskupin i amidoskupin.
Kfivky se zasadné (pribéhem nelisi), protoze funk¢ni skupiny dodaného alaninu se vyskytujii v synovii

jako takové (amino, karboxyskupiny)

6.1.3 Ovéreni modifikace hyaluronanu pomoci TGA

Posledni metodou vyuzitou v ramci DP pro ovéteni uspesnosti modifikace struktury hyaluronanu byla
TGA. Méfeni probihalo na pfistroji Instrument TGA Q5000 pii teplotni rampé 10 °C za minutu do
600 °C. Méfeni probihalo v atmosféfe tvoiené vzduchem (25 ml za minutu).

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

Prvni zména hmotnosti do 100 °C je zptisobena vypaienim vody ze vzorku, jak volné, tak vazané pomoci
vodikovych mustkt. Oblast okolo 200 az 300 °C nejpravdépodobnéji zobrazuje rozplétani fetézca
hyaluronanové makromolekulérni sit€. Hodnoty kolem 400 °C zobrazuji rozpad zakladnich funk¢nich
jednotek a zde je mozno pozorovat zmény mezi jednotlivymi vzorky. Nemodifikovany hyaluronan
nevykazuje zasadni ubytek, tudiz je mozno fict, Ze jeho odolnost viici tepelnému piisobeni je nizsi nez
u modifikovaného hyaluronanu, ktery poskytuje vyrazngjsi signal. Finalni oblast okolo
600 °C reprezentuje mnozstvi popela (anorganickych slozek). Hyaluronan ve vod¢ tvoii sodnou stl,
tudiz pii takto vysoké teploté zlstava pouze hlavné sodik. Tyto hodnoty jsou nejvyssi pro
nemodifikovany vzorek. U modifikovaného hyaluronanu bylo naméfeno mensi mnozstvi popela, coz je
zpusobeno modifikaci hyaluronanu. Na misto karboxylové skupiny glukuronatu v hyaluronanu, kam se
ve vodném roztoku vazou sodné ionty, byla Vv pfipadé¢ modifikace navazana aminokyselina alanin
(pomoci methylesteru). Tim se snizilo mnozstvi anorganického podilu u modifikovaného hyauronanu,
a naopak vzrostlo mnozstvi organické hmoty. Pomoci termogravimetrie byla stanovena vlhkost
hyaluronanti (modifikovaného i nemodifikovaného), coz je zasadni pro vypocet pfesnych navazek. Dale
byl urCen obsah organické hmoty a popela, konkrétni hodnoty znazoriiuje Tabulka 4: Hmotnostni
analyza vzorkd.

Tabulka 4. Hmotnostni analyza vzorkii

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

Vsechny piipravené vzorky synovialnich kapalin byly charakterizovany vzhledem Kk jejich
potencialnimu vyuziti zejména z hlediska jejich viskoelastickych vlastnosti. a to jednak pomoci
reometru (makroreologie) a dale také dynamického rozptylu svétla (mikroreologie). Jednotlivé
synovialni kapaliny byly dale v diplomové praci charakterizovany rovnéz pomoci termogravimetrie
(TGA) a infrafervené spektrometrie (FTIR). Charakterizace byla dilezitd pro stanoveni povahy
ptipravenych matric pro jejich dalsi srovnani jak mezi sebou, tak jednotlivych z hlediska jejich stability
Vv Case.

6.2.1 Mikroreologie

Mikroreologicky métici modul pouziva predem definované ¢astice neboli tracer (konkrétné polystyren
o velikosti 100 nm). Paprsek prochazejici ptiblizné 1 ml vzorku s rozmichanym tracerem zaznamenava
oscilacni pohyb castic. Principem méfeni je dynamicky rozptyl svétla na Casticich, ktery se lisi
v zavislosti na rychlosti jejich pohybu (velikosti Brownova pohybu). Pohyb ¢astic traceru je ve vzorku
omezovan piitomnosti strukturnich komponent synovialnich kapalin tvoficich 3D strukturu. Vysledky
z provedeného mikroreologického méfeni se zaznamenavaji jako korela¢ni funkce, kde je definovana
mira viskoézniho a elastického chovani vzorku.

1.000 1 XA

komplexni viskozita [Pa‘s]

0.001 . . . .
1 10 100 1000 10000

frekvence [Hz]

Obrdzek 5: Srovnani komplexni viskozity artificialnich synovidlnich vzorkit A, B, C pro 25 °C

Jak jiz bylo zminéno Vv kapitole 5.3.4, komplexni viskozita popisuje chovani materialu jako celku.
Zahrnutim viskoznich i elastickych slozek byl urcen klesajici trend viskozitni funkce. Proto je mozno
fict, ze se zvySujicim se namahanim dochézi k ztekuténi matrice. To ovSem plati pro mikroskopicky
pohled na jednotlivé sledované Castice traceru ve vzorku. Lepsi formulaci je to, Ze se zvySujicim se

napétim po sobé Castice 1épe klouzou, a tim minimalizuji nebezpeci poskozeni matrice jako celku.
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Obrdzek 6: Srovnani elastickych moduli artificialnich synovidlnich vzorki pro 25 °C
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Obrazek T: Srovndni viskoznich moduli artificialnich synovidlnich vzorkii pro 25 °C

Obrazek 6: Srovnani elastickych modult artificialnich synovialnich vzorkd pro 25 °C aObrazek 7:
Srovnani viskéznich moduli artificialnich synovialnich vzorki pro 25 °C dokazuji, Ze se vzorky mezi
sebou na poc¢atku nijak neodliSuji a poskytuji viskoelastické charakteristiky. Stejné tomu bylo pii teploté
méteni 37 °C. ZvySujici se hodnota jednotlivych modulti poukazuje na odpor materialu vici namahani.
To je zadouci, protoZze synovialni kapalina krom vyzivy kloubu plni funkci ochrannou. Jeji pfitomnost
je nezbytnd pro absorpci pusobici sily (doskok, béh) a sniZzeni otfesi pro ochranu kloubl pred

mechanickym poskozenim.
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6.2.2 Makroreologie

Makroreologie se zamétuje na reologickou charakteristiku vzorku z hlediska celé matrice, jak bylo blize
specifikovano v kapitole 5.3.4. Oproti mikroreologii, ktera popisuje vzorek dle chovani jednotlivych
¢astic, makroreologie sleduje matrice komplexné jako provazanou sit’ funkénich komponent, které se
vzajemné ovliviiuji. V ramci méfeni byly provedeny jednak tokové testy a déle také dva druhy
oscilacnich testl (frekvencni a amplitudové).

Tokové testy

Tokové testy jsou prvni z néstrojii reologie vyuzitych pro charakterizaci vzorkt synovialnich kapalin.
V ramci méfeni je zaznamenavana zména Viskozity v zavislosti na smykové rychlosti.

A Gerstvé namichané
—0— B Cerstvé namichané

0.014 y y ] )
C Cerstveé namichané

s
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Obrazek 8: Viskozitni kiivka artificidalnich synovialnich vzorkii A, B, C

Obrazek 8: Viskozitni kiivka artificidlnich synovialnich vzorkd A, B, C zobrazuje mirny pokles
viskozity vSech vzorkt pfi nizkych hodnotach smykové rychlosti. Pti vyssich rychlostech trendy kiivek
odpovidaji Newtonovskym kapalindm, protoze je jejich viskozita s namahanim konstantni. Rozdilné

hodnoty viskozity poukazuji na strukturni odliSnosti vzorkid zptisobené modifikaci.

Oscilacni testy

V druhé ¢asti makroreologického méteni byly vzorky podrobeny oscilacnim testlim. Pfi amplitudovém

testu dochazi k namahani vzorku s rostoucim smykovym napétim a konstantni oscilacni frekvenci.
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Obrazek 9: Amplitudovy test artificidalnich synovidlnich vzorkii pro 37 °C

Obrazek 9 odpovida oéekavani vysledku pro viskozni kapalinu. Komplexni modul zahrnuje viskozni
i elastické vlastnosti materialu. Pokud by byly jeho dil¢i slozky déleny thlovou rychlosti, pak by bylo
mozno ziskat komplexni viskozitu materialu. Pokles komplexniho modulu vypovida o snizeni visk6zni
i elastické odpovédi materialu, tim je potvrzeno, ze synovie spada do kategorie pseudoplastickych
nenewtonovskych kapalin. Vysledky amplitudovych testi riznych vzorka A, B, C potvrdily, Ze erstvé
namichané vzorky se ani v makroméftitku nijak zasadné nelisi. Mirné niz§i hodnota komplexniho
modulu pro synovialni kapalinu A naznacuje nizsi rigiditu a ¢aste¢né€ niz8i provazani této synovialni
kapaliny, coZ miiZze souviset s tim, ze pouze v této synovialni kapalin¢ je nemodifikovany hyaluronan
oproti vzorkli B a C, ve kterych jiz byl vyuzit hyaluronan modifikovany. Kazdopadné pozorované
rozdily mezi vzorky nejsou nijak zasadni a z hlediska viskoelastického chovani jsou tyto materialy
prakticky totozné. To je Zadouci, protoZe modifikace struktury primarné cili na stabilitu, a ne na zménu

charakteru synovialni matrice.

Druhym pouzitym oscila¢nim testem vyuzitym v ramci prace byl frekvenéni test. Vysledky jsou
znazornény na Obrazek 10. Pfi frekvencnim testu je oproti amplitudovym testim konstantni smykova

rychlost a méni se frekvence oscilace.
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Obrazek 10: Frekvencni test artificialnich synovialnich kapalin pro 37 °C

Vyse znazornéna zavislost viskoelastickych modulli na frekvenci poukazuje na mirné¢ rozdilny trend
mezi jednotlivymi vzorky. Z grafu je patrné, ze vzorek A a B jsou si blizké, ale vzorek C se od nich
odlisuje, a to zejména v piipad¢ elastického modulu. Pfidavek chondroitin sulfatu tedy zpasobil zménu
prabéhu viskoelastickych funkci, coz by mohlo vést k vyssi odolnosti matrice.

6.2.3 Srovnani vystupu makroreologie a mikroreologie

Ziskana data z makroreologického a mikroreologického piistupu k frekvenénim viskoelastickym testiim
byla nasledné korelovana pro jednotlivé vzorky synovialnich kapalin. Ptiklad porovnani ziskanych
zavislosti viskoelastickych moduld na frekvenci pro vzorek synovidlni kapaliny A, pfipraveny

z nemodifikovaného hyaluronanu pro méfeni pti 37 °C je zobrazen na Obrazek 11.
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Obrdzek 11: Srovnani viskoelastickych modulii pro nemodifikovany vzorek A pri 37 °C
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Jak je z Obrazek 11 patrné, byt’ jsou prubéhy jednotlivych funkci podobné, kombinace obou zavislosti
neposkytuje kontinualni pribeh viskoelastickych modulti. Data ziskana z makroreologickych métfeni
byla namétena pro vyssi hodnoty modulti nez u mikroreologie. Ikdyz obé techniky pusobi velmi

podobné, pracuji na riznych principech.

Py

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

slucovat, ale je tfeba na n€ nahlizet jako na samostatné métici vystupy.

6.2.4 Ovéieni opakovatelnosti pripravy synovialnich kapalin

Pro ovéfteni, zda je pii opakovaném nachystani vzorku mozno dosahnout srovnatelnych viskoelastickych
charakteristik pfipraveného materialu byla pouzita DLS mikroreologie. Pro stanoveni opakovatelnosti
byly piipraveny nové artificialni synovie s odstupem 5 mésicti (v dubnu a listopadu). Métenim, jehoz
vystup je na Obrazek 12 Obrazek 13, se potvrdilo, ze metoda piipravy ma dobrou opakovatelnost a je
mozno eliminovat zandSeni chyby nestejnorodym vstupnim materidlem (za podminek striktniho
dodrzeni postupu ptipravy). Pro ptiklad uvedeny grafy komplexni viskozity nemodifikovaného vzorku
A a viskoelastickych modult modifikovaného vzorku C.
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Obrdzek 12.: Srovnadni komplexni viskozity vzorku A pripraveného v dubnu a listopadu pro 37 °C
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Obrazek 13: Srovnani viskoelastickych modulii vzorku C pripraveného v dubnu a listopadu pro 37 °C

6.2.5 Izotermicka termogravimetrie

Charakteristiky artificialnich vzorkd i redlného vzorku byly proméfeny v izotermickém nastaveni, coz

znamena, Ze za udrzovani konstantni teploty po zahfati je méten ubytek hmotnosti vzorku.
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Obrdazek 14: Derivacni termogravimetrickd analyza artificialnich vzorkii

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

6.2.6 Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR)

V ramci FTIR byly vyhodnoceny 2D Casové rozlisené ATR zaznamy suSeni a absorpcni FTIR spektra
vSech artificialnich vzorkda.
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Obrazek 15: Casovad zména FTIR spekter vzorku C v prithéhu susent

Obrazek 15 zobrazuje ¢asovou zménu absorpéniho FTIR spektra vzorku C. Jednotlivé vzorky A, B, C
se V oblasti vibraci skupiny mezi sebou shoduji z hlediska polohy pikl, protoze modifikace byla
provedena pomoci funk¢nich skupin, které se ve vzorku vyskytovaly jiz pred modifikaci. Prvni pik
v oblasti kolem 3300 cm™ reprezentuje ptitomnost hydroxylovych a aminoskupin, které jsou soucasti
hyaluronanu a proteint a vody ve vzorku. Dalsi vyraznou oblast tvoii pfiblizné 1600 cm™. Tento pik
predstavuje ptitomnost amidové skupiny v postrannim fetézci hyaluronanu a karbonylovou skupinu. Tu
je mozno spolu s hydroxylovou skupinou detekovat v karboxylovych slougeninach. O 100 cm™ dl, tedy
v oblasti 1500 cm™ se nachazi pik pro polypeptidové fetézce, které je mozno v ramci synovialni
kapaliny detekovat diky piftomnym bilkovindm (albumin, y-globulin). Pik v blizkosti 1000 c¢m™
reprezentuje fosfat pfitomny v pouzitém fosfolipidu (DPPC) a ve fosfatovém pufru. Posledni pik
reprezentujici disulfidické mastky stabilizujici tercialni strukturu proteinti byl zaznamenan na konci
méfeni v oblasti 500 cm™. Tento pik byl nejvyrazng&jsi pro vzorek C, protoze krom modifikace
obsahoval i chondroitin sulfat.

cas

3000 . 1 2000 1000
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Obrazek 16: 2D casove rozliseny ATR zdznam suSeni vzorku A
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Obrdzek 17: 2D casoveé rozliSeny ATR zdaznam suSeni vzorku B
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Obrdazek 18: 2D casoveé rozliseny ATR zaznam suSeni vzorku C

2D casové rozliSené FTIR zdznamy ukazuji rozdily v mnoZstvi a zplisobu vody vazané v artificialnich
vzorcich synovialnich kapalin (modra barva ve spektrech uvedenych na Obrazku 16—18 znaci nejnizsi
intenzitu ve spektru, s pfechodem barvy od zelené pies zlutou k ¢ervené narista intenzita v dané oblasti
spektra). Ve spektru vzorku A na Obrazek 16 je vidét oproti zbylym dvéma vzorkum intenzivné&jsi pik
v oblasti vino&td 3600 az 3300 cm™? (Zlutd barva u vzorku A, u B a C pouze zelend). Dale je mozno
pozorovat rozdilné ¢asy mezi nemodifikovanym vzorkem A a modifikovanymi vzorky Ba C na
Obrazek 17 a Obrazek 18. Piestoze byly dodrzeny stejné podminky méfeni doslo u vzorku A k odparu
vody ve 20 minuté méfeni, a to velmi postupné. U modifikovanych vzorki B a C byl odpar patrny az
V 25 minuté a zména nastala skokove oproti vzorku A. Z téchto vysledkt tedy vyplyva, Ze v synovialni
kapalin¢ A bylo vazano ve struktufe vice vody (v souladu s vysledky izotermické TGA) a rovnéz

dochazelo k rychlejsimu a pozvolné€jsimu odparu ze struktury oproti synovialnim kapalinam B a C.
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6.3 Sledovani stability vzorku

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

6.3.1 Enzymaticka stabilita

Jednim z hlavnich cila této diplomové prace bylo piipravit artificialni synovialni kapalinu se zvySenou
odolnosti vii¢i enzymatické degradaci. Pro tyto ucely byla v ramci této Casti prace porovnavana stabilita
tii pfipravenych synovialnich kapalin, které byly zalozeny na plvodnim vysokomolekularnim
hyaluronanu (vzorek A), modifikovaném hyaluronanu (vzorek B) a modifikovaném hyaluronanu
s ptidavkem chondroitin sulfatu (vzorek C). Jednotlivé vzorky synovialnich kapalin byly cilené
degradovany pomoci enzymu hyluronidazy.

Kyveta se vzorek synovie (fedénym fosfatovym pufrem), barvivem a hyaluronidazou byla proméfena
pomoci UV-VIS spektrofotometru U-3900/3900H Hitachi High-Technologies Global v rozmezi
vinovych délek 400 az 700 nm. Mé&feni probihalo po dobu 2 hodin s méficim krokem 15 minut. Bylo

ziskano 11 absorp¢nich spekter pro jednotlivé vzorky.
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Obrazek 19: Absorpcni spektra nemodifikovaného vzorku A

Obrazek 19 ukazuje zmény sloZeni matrice vyvolané plsobenim hyaluronidazy. Patrny je pokles
v oblasti 650 nm. Tato vlnova délka odpovida hyaluronanu v synovialni kapaling. | u ostatnich vzorku
dochazelo k sniZeni intenzity absorbance v ¢ase, pro porovnani byl pouzit relativni pokles znazornény

na nasledujicim grafu.
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Obrazek 20: Kinetika relativniho poklesu absorbance v case

Obrazek 20 ukazuje zmény absorbance u vzorkd A, B, C pro vinovou délku 650 nm. Jak je z grafu
patrné, vSechny vzorky odpovidaji stejné klesajicimu exponencialnimu trendu. Relativni absorbance
byla ziskana odectenim absorbance v pocatecnim stavu od absorbance v konkrétnim ¢ase. Diky pribéhu
jednotlivych funkci bylo mozno dopoditat rychlostni konstantu k pomoci rovnice (1).

Ay = Ay e 1)

Upravou tohoto vyrazu (linearizaci) bylo mozno ziskat hodnotu rychlostni konstanty k jako smérnici
linearn¢ regresni ptimky. Hodnoty pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulka 5: Rychlostni
konstanty vzorkt A, B, C.

Tabulka 5: Rychlostni konstanty vzorkii A, B, C

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

Z vypoctu vyplyva, Ze nejvétsi hodnotu rychlostni konstanty degradace ma vzorek A, coz znamena, ze
ma nejvetsi sklon regresni primky, a proto u néj degradace probiha nejrychleji. Oproti tomu vzorek
C, obsahujici modifikovany hyaluronan a chondroitin sulfat, degraduje nejpomaleji, protoze ma nejnizsi
hodnotu rychlostni konstanty (sklon ptimky). Vzorek B odolava ptisobeni enzymu 1épe nez vzorek
A, a hiife nez vzorek C. Zde je mozno zaznamenat vliv modifikace hyaluronanu na odolnost matrice

viéi enzymu bez pritomnosti chondroitin sulfatu.

6.3.2 Casova stabilita

DulezZitou charakteristikou ptipravenych artificialnich synovialnich kapalin je bezesporu jejich ¢asova
stabilita a s tim souvisejici schopnost téchto materialti udrzovat si v ¢ase konstantni uzitkové vlastnosti.
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Casova stabilita pripravenych vzorkd synovialnich kapalin byla v ramci prace studovana pomoci
makroreologickych i mikroreologickych méfeni. Nasledné byly rovnéz studovany zmény v agregacnim
chovani a distribuci hmoty v jednotlivych vzorcich synovialnich kapalin vyuzitim metody AF4-MALS.

DLS mikroreologie

Prvni metodou vyuZitou pro posouzeni Casové stability vzorkti byla DLS mikroreologie, kdy byla
posuzovana pro jednotlivé synovialni kapaliny stalost namétenych viskoelastickych charakteristik.
Naméfena data pro porovnani ¢asové zmény komplexni viskozity vSech tfi vzorkli synovialnich kapalin

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

Mezi vzorky A, B, C ve vyse uvedenych grafech je mozno pozorovat zmeény ve smérnicich jednotlivych
funkci. Obecné plati to, ze ¢im nizsi je hodnota smérnice zavislosti komplexni viskozity na frekvenci,
tim vice se tento material podoba Newtonovské kapaliné. To znamena, ze ¢im méné je tato zavislost
,»Strma®, tim htife vzorek odolava plisobeni sil a ztraci své specifické viskoelastické vlastnosti. Stejnou
strmost v zavislosti na ¢ase (zachovani viskoelasticity) poskytuje vzorek C, proti nému je tfeba postavit
vzorek A, kde je mozno v prib&hu ¢asu pozorovat pokles strmosti, a tudiz pfiblizovani se charakteru
Newtonovské kapaliny. Vzorek A tedy vykazoval v ¢ase nejvétsi pozorované zmeény z pohledu DLS
mikroreologie a 1ze ho oznacit za nejméné Casove staly. Nasledujici grafy zobracuji rovnéz casovy vyvoj
pro elastické a viskdzni moduly pro synovialni kapalinu A a C.
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Obrazek 24 a 25: Elastické moduly vzorkit A (vlevo) a C (vpravo) pro 37 °C
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Obrazek 26 a 27: Viskozni modul pro vzorek A (vlevo) a C (vpravo) pri 37 °C

Grafy viskoznich a elastickych modult byly uvedeny pro vzorky A a C. U Elastickych moduld vzorku
A na Obrazku 24 je mozno v pribéhu casu sledovat snizeni jednotlivych hodnot, coz se da vysvétlit jako
ztraceni charakteru pevného télesa a snizeni mechanické odolnosti. Elasticky modul vzorku C na
Obrazek 24 a 25: Elastické moduly vzork A (vlevo) a C (vpravo) pro 37 °C se po mésici mirné snizil,
ale dalsi méteni ukazala opét vyssi hodnoty podobné pivodné namérenym.

Viskozni moduly na Obrazek 26 a 27: Viskdzni modul pro vzorek A (vlevo) a C (vpravo) pii 37 °C
Vv pritbéhu ¢asu naopak rostou. To znamena, Ze je matrice ma vice viskozni charakter a je tedy vice
tekuta. U vzorku A doslo k vyrazn&jSimu rastu hodnot v ¢ase oproti vzorku C, kde byl zachovan
i ptivodni trend (prabéh funkce).

Pro vétsi prikaznost dat byla porovnana pouze hodnota viskézniho a elastického modulu pro velmi
malou (10 Hz) a velkou (1000 Hz) frekvenci u jednotlivych vzorki. Pro lepsi ilustraci vysledki byly
body proloZeny linearni smérnici trendu. Z Obrazek 28 aObrazek 29 na nasledujici strané je zfejmé, Ze
v pribéhu nékolika mésicii vzorky B a C, které byly oproti vzorku A modifikovany aminokyselinou
odolaly 1épe pisobeni degrada¢nich vlivii a hodnoty jejich moduli v pribéhu ¢asu zdstala témér
neménna. Oproti tomu u vzorku A je mozno sledovat pokles elastického modulu pro frekvence okolo
10 Hz, coz ma simulovat synovialni kapalinu, ktera je v klidu. Z téchto vysledki tedy vyplyva, Ze
synovialni kapalina A je pfi nizkém namahani po uvedeném ¢asovém horizontu od ptipravy vykazuje
mensi elasticitu své struktury (je tedy parné vice viskozni — tekut€jsi), naopak synovalni kapaliny B a C,

které jsou zalozeny na modifikovaném vzorku hyaluronanu vykazuji neménném vlastnosti.
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Obrazek 28: Srovnani elastickych modulit artificialnich vzorkit A, B, C pro 10 Hz

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

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

Makroreologie

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

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

3 mesicich pro 25°C

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

zaznamenana zmeéna.
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Obrazek 32 a 33: Frekvencni test artificialnich vzorkii pri 25 °C pro elastické moduly vievo a viskozni
moduly vpravo
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Z Obrazek 10: Frekvenéni test artificialnich synovidlnich kapalin pro 37 °C lze uréit nejvys$si hodnoty
viskoézniho i elastického modulu pro vzorek C. Porovnani Obrazek 32 a 33: Frekvencni test artificialnich
vzorku pii 25 °C pro elastické moduly vlevo a visk6zni moduly vpravo lze fict, ze pouze vzorek C Si
pro viskoézni modul naméfeny u vzoru C, ten je tedy nejméné tekuty a mechanicky odolnéjsi nez zbylé
dva vzorky. To potvrzuje i graf s elastickymi moduly, kde je mozno pozorovat odlisny pribéh funkce
vzorku C, oproti vzorkiim A, B.

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

—8— A 5 mésicu staré —o—B 5 mésicu staré —o—C 5 mésicu staré

0.014 - A Cerstvé namichané —@—B Cerstvé namichané —@— C Cerstvé namichané

0.000 . .
1 10 100

smykova rychlost [s]

Obrdzek 34. Viskozitni kiivka artificialnich vzorkil

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

Stabilitni zmény uréené pomoci AF4-MALS

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

Vv piipad¢€ vzorkl méfeni po 5 mésicich od pripravy (Carkované oznacené vzorky).
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Obrazek 35: Zavislost Rayleighova poméru na case
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Obrdzek 36. Zdavislost Rayleighova poméru na case (priblizeni predchoziho grafu)

Z Obrazek 36, ktery predstavuje vyfez Obrazek 35 v oblasti fraktogramti odpovidajicim distribuci
hyaluronanu a vétSich agregatd, je zfejmé, ze jiz v pfipadé nové piipraveného vzorku A je mozné
pozorovat vyrazné rozdily hlavné v oblasti mezi 40. a 53. minutou. Zde je tfeba také zminit fakt, ze pred
analyzou bylo nutné vzorky zfiltrovat, coz by mohlo naznacovat, ze v ptipad¢ vzorku A byly castice
agregovany do vétsich shlukd, které byly odfiltrovany, a proto je signal v této casti fraktogramu mén¢
intenzivni. Toto pozorovani je v souladu s vysledky tokovych testli z makroreologického porovnani
synovialnich kapalin, kde byla pozorovana u vzorku A vyrazné vys$si dynamicka viskozita, a to jak
Vv piipadé€ Cerstvého vzorku, tak v ptipadé vzorku starého 5 mésicti od piipravy, coz by potvrzovalo

pritomnost vétsich agregat ¢i shlukl ve vzorku A.

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

(pouzit stiikackovy filtr o velikosti port 5 um).
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Obrazek 37: Casovy zaznam distribuce hmoty v artificialnich vzorcich
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Tabulka 6. Vystup AF4-MALS

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

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

Po 5 mésicich se hodnoty piku pro albumin témeéf nezménily, oproti tomu byla zaznamenéna vyrazna
zména u druhého piku. U vzorku A byla molekulova hmotnost ur¢ena na (215,20 £16,90) kDa, coz
patrné odpovida zbytkové molekulové hmotnosti hyaluronanu. Ve vzorku je ovSem pfitomno vice
vétSich agregath Castic, které presahovaly detekéni limit. Zaroven byly tyto vétsi fragmenty vyznamné
zachyceny na filtru pfi ptipravé vzorku pro analyzu, coz je zfejmé z vyrazného poklesu koncentrace
u vzorku A méfeného po 5 mésicich od piipravy. U vzorku B a C byla uréena hodnota molekulové
hmotnosti 2. piku na (405,40 +3,20) kDa pro B a (554,6 £12,30) kDa pro vzorek C. Zaroven v oblasti
piku odpovidajicim hyaluronanu a vét§im agregatim byl detekovan mensi pokles v distribuci hmoty
oproti nové piipravenym vzorkim téchto synovidlnich kapalin. Z naméfenych hodnot tedy jasné
vyplyvaji rozdily v pozorovanych charakteristikach po 5 mésicich od ptipravy, coz naznacuje rozdilnou
stabilitu synovialni kapaliny A a zbylych dvou vzorki (B a C) pfipravenych z modifikovaného
hyaluronanu.

6.4 Srovnani artificialni synovie se vzorkem realné synovialni kapaliny

a pripravkem Orthovisc®
V této Casti prace byly pfipravené vzorky artificidlnich synovidlnich kapalin porovnany jednak se
vzorkem redlné synovialni kapaliny (pro tyto ucely vyuzit realny vzorek koniské synovialni kapaliny
naméien v ramci predchozi bakalaiské prace [93]) a nasledné také s piipravkem Orthovisc®. Srovnavaci
testy byly provedeny pomoci mikroreologicky stanovenych viskoelastickych modulti a komplexni
viskozity a v pfipade ptipravu Orthovisc® byla rovnéz vyuzita metoda AF4-MALS.
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6.4.1 Srovnani s realnou konskou synovii

Ptipravené artificialni synovie byly porovnany s realnym vzorkem koiiské synovie proméfenym V ramci
predchozi bakalarské prace [93].

Mikroreologické porovnani

Z Obrazek 38 nize neni mozno pti nizsich frekvencich posoudit rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Pti
vyssich frekvencich je mozno urcit nejvetsi shodu mezi realnou konskou synovii a artificialnim
vzorkem C.
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Obrazek 38: Srovnani komplexnich viskozit artificialnich vzorkit a redlné kornske synovie

Termogravimetricka analyza

Z Obrazek 39 jsou patrné rozdily mezi redlnym vzorek a jednotlivymi artificidlnimi vzorky. Funkce,
jejichz prubéh je rovnobézny s hlavni vodorovnou osou, predstavuji odpar z volné vodni hladiny. Tento
trend je mozno pozorovat u redlného vzorku konské synovie a velmi podobny trend vykazuji
modifikované synovie B a C. Obrazek 39 poukazuje na pozitivni ptinos modifikace hyaluronanovych

fetézcl (ve smyslu priblizeni se redAlnym hodnotam) oproti nemodifikované synovii A.
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Obrazek 39: Derivacni termogravimetricka analyza artificialnich vzorkii a realné koriské synovie

6.4.2 Srovnani s artificialnim pFipravkem Orthovisc®

Pro porovnani byly pouzity viskoelastické moduly a komplexni viskozita pfi obou teplotich
(25 °C, 37 °C) Nize uvedeny Obrazek 40 urcil velmi podobny trend pro kiivky artificialni synovie
(modifikovany vzorek C s chondroitin sulfitem) a Orthoviscu®. Rozdil mezi t€mito kapalinami tvorfi
jejich makroskopicka povaha. Orthovisc® chovanim ptipomina tekuty gel (tuz$i med), oproti tomu
artificialni synovie svou tekutosti pfipominaji neodtu¢néné mléko. Proto Orthovisc® nabyva vyssich
hodnot (je tuzsi, gelovejsi). Presto jsou takto odlisné materidlny schopny poskytovat velmi podobné
vysledky. Takto naméfené hodnoty potvrdilo méteni komplexni viskozity (Obrazek 41). Pii 25 °C byly
pozorovany stejné trendy.
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Obrazek 40: Porovnani viskoelastickych modulii artificialniho vzorku C a pripravku Orthovisc®
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Obrazek 41: Srovnani komplexnich viskozit artificialniho vzorku C a pripravku Orthovisc® pri 37 °C

Piipravek Orthovisc® obsahuje dle piibalové informace hyaluronan sodny, ale dle popisu je efekt tohoto

volné prodejného piipravku v injekéni aplikaci srovnatelny s komplexni synovialni matrici.

Tabulka 7: Charakterizace Orthoviscu pomoci AF4-MALS

vzorek

Mw [kDa] PDI [-]

Orthovisc®

(1392,6 +14,6) (1,47 +0,23)

Dle Tabulka 7: Charakterizace Orthoviscu pomoci AF4-MALS je patrné, Ze molekulova hmotnost

odpovida hyaluronanu pouzivanému pro piipravu artificidlnich synovialnich kapalin. Ze ziskaného

fraktogramu naméfeného pomoci AF4-MALS je bylo ziejmé, Ze sloZeni bylo uniformni a pfipravek

obsahoval pouze hyaluronan bez dalSich pfimési.
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7 ZAVER A DISKUZE

Tato diplomova prace si klade za cil modifikovani struktury hyaluronanu pouzivaného pro ptipravu
artificidlni synovialni kapaliny. Postup piipravy optimalizovany v ramci predeslé bakalarské prace
[93] byl upraven pro dosazeni vysledkt vice odpovidajicich realné synovialni kapaling.

Prvnim cilem této prace byla pomérné obsahla reSerSe moznosti modifikace hyaluronanu sodného pro
aplikaci v ramci synovialnich kapalin. V ramci reSerSe byly jako hlavni technologické problémy
zdiraznény enzymatické vlivy a casovad nestabilita artificidlni matrice. Na zakladé reSerSe byla
nejvhodnéj$i metodou zvolena modifikace hyaluronanu pomoci aminokyseliny alaninu. Vyhodou
modifikace biomolekul pomoci aminokyselin je jejich ptirozeny vyskyt v organismu. Degradacni
produkty takto upravené synovialni kapaliny jsou t€lu znamé a nevyvolaji tvorbu nezadoucich produktii,
které by mohly vyvolat nadmérnou imunitni odezvu. Chondroitin sulfat byl zvolen jako dal$i prvek pro
zlepSeni vlastnosti artificialni synovie, protoze je dle literatury schopen vazat vodu a napomaha tak
odolnosti artificialni synovialni matrice vli¢i mechanickému naméhani. Na zaklad¢ téchto poznatkd byly
pripraveny tfi vzorky artificialni synovie. Prvni vzorek A synovialni kapaliny obsahoval hyaluronan bez
jakékoliv modifikace. Druhy vzorek B obsahoval hyaluronan modifikovany pomoci aminokyseliny

alaninu a tfeti vzorek C obsahoval modifikovany hyaluronan a chondroitin sulfat.

Dal§im zcild bylo prostudovani stability pfipravenych vzorkti. Ta byla posuzovana z hlediska
enzymatického a ¢asového. Enzymaticka stabilita byla proméfena za pouziti hyaluronidazy a barviva
Stain-all pomoci UV-VIS spektrofotometru. Méfenim poklesu absorbance v zavislosti na ¢ase (po
aplikaci enzymu) ajeho piepoctu na relativni pokles absorbance bylo mozno dopogitat rychlostni
konstanty degradaci jednotlivych vzorkd A, B, C. Nejvyssi hodnota rychlostni konstanty byla urCena
pro vzorek A. To znamena, ze sklon jeho regresni pfimky byl nejvétsi, a tudiz u tohoto vzorku degradace
probihala nejrychleji. Nasledné byla dle ocekavani nejmensi hodnota rychlostni konstanty dopocitana
pro vzorek C (5,8 krat mensi hodnota nez u vzorku A a 3,7 krat mensi nez u vzorku B). Tento vzorek
byl vyhodnocen jako nejodolngjsi viigi ptsobeni enzymu hyaluronidazy. Casovéa stabilita byla
vyhodnocena pomoci DLS mikroreologie, makroreologie a vicetthlového rozptylu svétla spojeného
s asymetrickou frakcionaci polem (AF4-MALS).

Mikroreologicka méfeni byla vyhodnocena pomoci stanoveni komplexni viskozity vzorku
a viskoelastickych moduli. Komplexni viskozita se u modifikovanych vzorkli ustanovila na mirné
vysSich hodnotach, nez byly naméteny u ¢erstvé namichanych vzorkt. Oproti tomu je mozno pozorovat
pokles viskozity nemodifikovaného vzorku A. Z méfeni viskoelastickych modult byly vybrany mezni
hodnoty frekvenci (10 a 1000 Hz) odpovidajici extrémim namahani realného kloubniho aparatu. Tyto
hodnoty po prolozeni spojnici trendu poukézaly na rozdily mezi jednotlivymi vzorky. U vzorku A doslo
k narustu viskézniho modulu, a naopak poklesu elastického modulu. To znadi, ze nemodifikovany
vzorek A ztraci pevnost a je vice tekuty. U vzorku B a C byl pozorovan vzajemné srovnatelny trend.
Smérnice jejich pfimek byla velmi mala u obou moduld, tudiz je mozno fict, ze v zavislosti na Case

vzorky B a C neztracely viskozni ani elasticky charakter.

Dalsi metodou pro vyhodnoceni Casové stability byla makroreologie. Zde byly stanoveny oscilacni
(amplitudové, frekvenéni) a tokové testy. U amplitudovych testll byl zaznamenan pokles komplexniho

modulu u vzorku C. Komplexni modul se sklada z viskoézniho a elastického modulu, tudiz ke zméné
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viskozni modul pro vzorek C, a naopak odlisnost jeho trendu elastického modulu v porovnani se vzorky
A a B s casovym rozestupem meétfeni 3 mésict. Vysledky frekvencnich testd urcily vzorek C jako
nejméné kapalny, tudiz je mozno ocekavat, ze bude nejméné ochotné podléhat zménam vyvolanym
silovym ptisobenim na jednotlivé vzorky. Posledni ¢asti makroreologického sledovani stability vzorka
artificidlnich synovialnich kapalin byly tokové testy. Tyto testy predstavuji zavislost viskozity vzorkt
na smykové rychlosti. U vzorku A doSlo k vyraznéj§imu poklesu viskozity nez u modifikovanych
vzorkli B a C. Pii niz8ich smykovych rychlostech vykazovaly vSechny materialy pokles viskozity, coz
odpovida predpokladu pseudoplastického charakteru. Pti vyssich smykovych rychlostech byla viskozita
vSech vzorkll téméf konstantni, coz znamena, ze vykazovaly chovani Newtonovskych kapalin. Tento
vysledek je z&douci, protoze v ramci pohybu ptisobi synovialni kapalina i kloub jako provazana
soustava. Pfi niz§im naméhani poskytuje ochranu kloubu proti poSkozeni samotna synovie, ktera je
schopna v mikroskopickém méfitku kompenzovat namahani kloubu. Pii vét§Sim namahani dochazi
k profiltrovani synovie skrz pory do chrupavky, ¢imz dojde k jejimu zpevnéni. Proto je Zadouci, aby

synovie pfi vyssich rychlostech vykazovaly chovani Newtonovské kapaliny.

V ramci vicethlového rozptylu svétla spojeného s frakcionaci tokem pole byl stanoven Rayleightv
pomer popisujici agregacnich chovani vzorkt a koncentracni dRI signal definujici distribuci hmoty ve
vzorcich. Vzorky byly pfed méfenim zfiltrovany (velikost pért Spm, z ditvodu ochrany membrany
Vv pfistroji). Nejnizsi intenzity v distribuci Rayleighova poméru byly uréeny pro vzorek A. Tento
vysledek poukazoval na moznost pritomnosti agregatii, které byly pied samotnym méfenim
odfiltrovany. Vzorek B a C vykazoval vyss§i hodnoty v intenzitach Rayleighova poméru, proto je mozné
tvrdit, Ze mnoZstvi agregatd v téchto vzorcich bylo nizsi nez u vzorku A. Tato hypotéza byla potvrzena
pomoci koncentra¢niho dRI signalu, kde u vzorku A byly detekovany vyrazné niz$i hodnoty, coz
potvrdilo pfitomnost agregatli a rovnéz v ¢asovém horizontu doslo k vyznamnéjsim zménam v distribuci

hmoty. Z hlediska polydisperzitniho indexu byla nejmensi zména uréena u vzorku C, proto je mozno

Tvvr

Dalsim z cild bylo porovnani artificialnich vzorkl s redlnou synovialni kapalinou. Pro tyto ucely byl
pouzit vzorek realné konské synovie proméfeny v ramci predeslé bakalaiské prace a volné€ dostupny

viskosuplement Orhovisc®. Vzorky byly porovndvany mikroreologicky a termogravimetricky.

Mikroreologické méteni komplexni viskozity ur€ilo vzorek C jako nejvice podobny realné konské
synovii. Stejny zavér potvrdila i izotermicka termogravimetrie. Prib&éh funkce odpovidajici derivaci
hmotnosti v ¢ase byl nejvice podobny mezi koniskou synovii a vzorkem C. Z méfeni je patrné, ze
Vv realné synovii zptisob vazby jednotlivych funkénich komponent (voda, organicka a anorganicka ¢ast)
odpovidal z ptipravenych artificialnich kapalin nejvice vzorku C.

Pfi porovnani artificialni synovie C a Orthoviscu® byl pozorovéan rozdil jiz pii vizudlnim porovnani
a manipulaci se vzorkem. Orthovisc® svou tuhosti piipominal pastu, zatimco synovie lze ptipodobnit
K velmi zfedénému medu. Proto byly i naméfené hodnoty viskoelastickych moduli a komplexni
viskozity vy$§i u Orthoviscu®. Velkou vyhodou synovii oproti Orthoviscu® je jejich komplexni

charakter. Orthovisc® obsahuje pouze hyaluronan, proto jsou artificialni synovialni kapaliny jako
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komplexni matrice vhodnéjsi pro aplikaci do kloubii neZ pfipravek Orthovisc®, ktery obsahuje pouze

jednu jejich funkéni komponentu.

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

vlastnosti celé matrice.
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