Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Hyaluronova kyselina a jeji derivaty

Klara Kajtmanova

Bakalaiska prace

2017



verzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
cademicky rok: 2016/2017

Ur,xf’r"

ZADANI BAKALARSKE PRACE

 (PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a prijmeni: Kldra Kajtmanova

C14075

e

Osobni

B2830 Farmakochemie a medicinalni materialy

Studijni obor: Farmakochemie a medicinalni materialy
Nidzev tématu: Hyaluronova kyselina a jeji derivaty

Zaddvajici katedra: Ustav organické chemie a technologie

4

7 & o % 2 # 7 A
Zasdade preocvepracoy 401

0 kyseliné hyaluronové - chemicka podstata,
¢ zvlastnim zametenim na derivaty této kyseliny.

2. Provedte resersi na téma chemicka analyza kyseliny hyaluronové a jejich derivati.

3. Vysledky zpracujte formou zavéreéné zpravy.







Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracoval samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které
jsem v praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byl jsem seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skute¢nosti, Ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60
odst. 1 autorského zdkona, a s tim, ze pokud dojde k uZiti této prace mnou nebo bude
poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne
pozadovat pfiméteny piispévek na thradu ndkladl, které na vytvoieni dila vynalozila, a

to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.
Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o
zmeéné a doplnéni dalSich zakonti (zakon o vysokych Skolach), ve znéni pozdé&jsich

predpist, a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvetejnéna v Univerzitni

knihovné a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 3. 7. 2017

Klara Kajtmanova



PODEKOVANI
Timto bych chtéla podeékovat panu Ing. Martinovi Bartosovi, CSc. za vedeni mé
bakalafské prace, za cenné rady a informace, kter¢ mi poskytl. Chtéla bych také

podékovat své rodin€ za podporu béhem celého studia.



ANOTACE

Tato bakalatska prace je vénovana analyze kyseliny hyaluronové se zvla§tnim zaméfenim
na jeji derivaty. Jsou zde uvedeny zakladni informace o jeji struktute, pouZiti a historii
objevu. Dale jsou zde také zminény zakladni informace o vzniku jeji polymerni struktury.
Soucasti prace jsou rizné moznosti modifikace kyseliny hyaluronové a analyticka

stanoveni tohoto polymeru a jeho derivati.

KLIiCOVA SLOVA

Kyselina hyaluronova, derivaty, analyza, modifikace

TITLE

Hyaluronic acid and its derivatives

ANNOTATION

This bachelor thesis is devoted to the analysis of hyaluronic acid with a special focus on
its derivatives. Here are some basic information about its structure, usage, and history of
discovery. Furthermore, basic information on the formation of its polymeric structure is
also mentioned. Part of the thesis is various possibilities of modification of hyaluronic

acid and analytical determination of this polymer and its derivatives.
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UvVOoD

Kyselina hyaluronova (HA), zvana také hyaluronan, je biopolysacharid s vysokou
molekulovou hmotnosti, objeveny v roce 1934 Karlem Meyerem a jeho asistentem

Johnem Palmerem ve sklivci skotu.

V ptirodé existuje HA ve form¢ soli, nikoliv ve formé kyseliny, proto je termin
hayluronan pouzivan V dneS$ni dobé castéji. Samotna kyselina hyaluronova existuje
vétsinou pouze v chemickych laboratofich, protoze dochézi k jeji rychlé degradaci a jeji

roztok je velmi kysely.

Od tticatych let byly 0 HA napsany desitky tisic ¢lanki a zajem o ni stale vzrista. Jelikoz
je prakticky distribuovana po celém téle, mize byt efektivné vyuzivana pro navrhovani

ruznych aplikaci pro podavani 1éCiv.

Ptirodni hyaluronan je diky své rychlé vstfebatelnosti v lidském téle omezen pro vlastni

medicinské aplikace a proto se dava prednost tzv. derivatizaci.

Derivaty HA si ponechavaji podobné piiznivé biologické funkce kyseliny hyaluronové a

tim roste jejich uplatnéni v mediciné.

Mezi svétové lidry ve vyrobé a vyzkumu kyseliny hyaluronové je ryze ceska

farmaceuticka a kosmeticka spole¢nost Contipro a.s. v Dolni Dobrouci.
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OBECNA CAST

1. Kyselina hyaluronova
Je polysacharid, ktery patii do skupiny dfive znamé jako kyselé¢ mukopolysacharidy.
Nyni je tato skupina oznacovana jako glykosaminoglykany (GAG). [13]

Je to jediny nesulfatovy GAG vyskytujici se prirozen¢ ve vSech zivych organismech. Ve
své prirozené formé existuje kyselina hyaluronova jako polymer o vysoké molekulové
hmotnosti 10° — 107 Da. MuiZe obsahovat az nékolik tisic sacharidii navazanych za sebou.
Pokud se nevédze na jiné molekuly, vaze se na vodu, kterd ji dava vlastnosti kvalitou

ptipominajici gel.[2,3,4]

Fyziologicky tato molekula neexistuje ve form¢ kyseliny, ale spiSe jako sodna sil.

Proto cely nazev kyselina hyaluronova je pon¢kud redundantni a material by mél byt

m—n:r:crj‘_
CHOHC

HO

n

spravné€ nazvany jako hyaluronét sodny nebo hyaluronan.[1]

.- COOMa o |- CHoOH a
N
o
oA NHCOC

Obrazek 1 — Struktura hyaluronanu.[11]

Oznaceni hyaluronan tedy odrazi skutecnost, Ze HA existuje in vivo nikoliv ve formé
protonované kyseliny, ale ve forme polyanionu. Kazdé jeho glukuronatova jednotka nese
pii fyziologickém pH zaporny naboj a negativni naboje na karboxylovych skupinach jsou

vyvazeny mobilnimi kationty, jako je naptiklad Na*.[6]

Glukosaminoglykany
Jsou dlouhé nerozvétvené polysacharidy obsahujici opakujici se diasacharidovou
jednotku sestavajici se z N-acetylhexosaminu, jako je glukosamin a hexosova nebo

hexauronova kyselina, pfi¢emz jeden nebo oba mohou byt sulfatovany. Mohou mit
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vlastnosti podobné gelu, protoze jejich struktura umoziuje vyznamnou sorpci vody. Mezi
nejznaméjsi zastupce je povazovana kyselina hyaluronova, chondroitin sulfat, keratan

sulfat a heparin. Obecn¢ je tato skupina latek dulezitou soucasti pojivové tkané.[22]

2. Historie
HA byla poprvé popsana vroce 1934 Karlem Mayerem a jeho kolegou Johnem
Palmerem, ktefi ji izolovali ze sklivce hovéziho oka. Zjistili, ze latka obsahuje dvé

molekuly cukru, z nichZ jedna byla hexauronové kyseliny.[1,2]

Pro vétsi pohodli ji pojmenovali kyselinou hyaluronovou. Piesnéji kombinaci feckého
slova hyalos = ‘sklo‘ s koncem ‘uronova kyselina’, dle typu kyseliny, kterou ve struktufe

nasli.

Trvalo 20 let nez Weissmann a Meyer konecné stanovili piesnou strukturu

opakujiciho se disacharidu a konkrétné popsali jednotky kyseliny hyaluronové.[14]

Termin "hyaluronan" byl zaveden v roce 1986, aby odpovidal mezinarodnimu
aby zahrnoval riizné formy molekuly jako napf. kysela forma, kyselina hyaluronova nebo

i soli, jako je napt. sodna sul kyseliny hyaluronové.[2]

3. Chemicka struktura
Z chemického hlediska je strukturou nerozvétveny polysacharid, kde se sttidaji
disacharidy glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminy. Dohromady jsou spojeny
sttidajicimi se B1—4 a B1—3 glykosidickymi vazbami, jak je zndzornéno na obrazku
2.[1,2]

COOH CH,OH COOH CH,OH
o. PN o g, 0. OH
OH O, OH
HO HO HO
OH HN CHs; OH HN CHj3
hig g
L (0] dn-1 O

Obrazek 2 — Struktura opakujici se zakladni jednotky HA.[5]
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Oba cukry jsou v prostoru spojeny do glukozy, kterd v konfiguraci beta umoziuje vSem
svym objemnym skupinam (hydroxylové skupiny, karboxylové skupiny a anomerni uhlik
na sousednim cukru), aby se nachazely ve stericky vyhodnych ekvatoridlnich pozicich,
zatimco vSechny malé atomy vodiku zabiraji méné stericky ptiznivé axialni polohy.

Timto je dano, ze struktura disacharidu je energeticky velmi stabilni.[2]

Kyselina glukuronova

Je sloucenina, odvozena z oxidace glukézy. Je diillezitou slozkou dasni a slizu. Kyselina
glukuronova (GICUA) se muze kombinovat s hydroxylovymi (-OH), karboxylovymi (-
COOH) nebo amino skupinami (-NH2) za vzniku glukuronidu. Pfidanim skupiny
glukuronidu k molekule, tvz. glukuronidaci se obecné zvySuje rozpustnost sloucenin.

Proto glukuronidace hraje dulezitou roli pfi vylu¢ovani cizich latek.[19]

COOH

O
OH OH
HO
OH

Obrazek 3 — Struktura D-glukuronové kyseliny.[8]

N-acetylglukosamin

Je spole¢na strukturni jednotka rostlinnych glykoproteini a mnoha zivocisnych a
bakterialnich glykoproteini. N-acetylglukosamin (GICNAC) je casto konec¢ny cukr
oligosacharidu. Je casti glykoproteinu, ktera je glykosidicky spojena s amidovym

dusikem bilkovinového asparaginového zbytku.[20]
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NH

CH,

Obrazek 4 — Struktura N-acetylglukosaminu.[22]

3.1. Struktura HA v roztoku
Patefi hyaluronanové molekuly ve fyziologickém roztoku je kombinace chemické
struktury disacharidu spolu s vnitinimi vodikovymi vazbami a s neméné dulezitymi
interakcemi s rozpoustédlem. Nepolarni hydrofobni ¢ast tvofi axialni vodikové atomy,
zatimco ekvatorialni postranni fetézce tvofi vice polarni hydrofilni ¢ast, ¢imz se vytvari

struktura nahodného klubka.[12]

Obrazek 5 — Struktura kyseliny hyaluronové v roztoku.[12]

Roztoky hyaluronanu projevuji velmi neobvyklé reologické vlastnosti - jsou mimotadné

kluzké a velmi hydrofilni.[2]
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4. Syntéza HA — vznik polymerni struktury

Enzymaticka syntéza

Bunécna syntéza HA je jedine¢ny a vysoce kontrolovany proces. Vétsina GAG se vyrabi
v sitich Golgiho bun¢k. HA je pfirozené syntetizovana tfidou integralnich membranovych
proteinti nazyvanych hyaluronan syntazy (HAS), z nichZ obratlovci maji tii typy: HASI,
HAS2 a HAS3. Hyaluron syntdza je enzym, ktery dokaze syntetizovat velké linearni
polymery podle opakujici se disacharidové struktury hyaluronanu.

Tato struktura se syntetizuje v bunééné membrané stiidavym pfidavanim kyseliny
glukuronové a N-acetylglukosaminu, jako prekurzory zde vystupuji jejich aktivované
nukleotidové cukry UDP - kyselina glukuronova (UDP-GICUA) a UDP-N-
acetlyglukosamin (UDP-Glc-NACc). Sttidavym piidavanim disacharidi se vytvoii dlouhy
fetézec, kde pocet opakujicich se jednotek vzniklého hyaluronanu mize dosahnout ¢isla

10 000 i vice.[2,7]
Biosyntéza probiha nasledovné:

NUDP-GICUA + nUDP-GICcNAC - 2nUDP + [GICUA + GIcNAC], [18]

Mikrobidlni syntéza

HA lze extrahovat z kohoutich hiebenii nebo ji lze vyrobit pomoci mikrobialni
fermentace. V hiebenu je HA v komplexu s proteoglykany, které zajistuji pfi izolaci
vysokou ¢istotu. Navic, pouziti biochemickych ptipravka ziskanych ze zvitat se v terapii
vzniku ndhodné infekce. Proto je mikrobidlni vyroba postupné vice preferovangjsi

metodou extrakce HA.[31]

HA je syntetizovana jako extracelularni kapsle pomoci patogennich streptokokt skupiny
A a C. Pod mikroskopem se tyto nesporulacni a nepohyblivé bakterie objevuji jako
sférické nebo ovoidni buiiky, které jsou typicky uspofadany ve dvojicich nebo fetizcich

obklopenych rozsahlou extracelularni kapsli (obr. 6).[31]
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Obrazek 6 — Elektronova mikroskopie Streptococcus equisubsp. Zooepidemicus ziskané z pozdni

exponencialni faze provzdusnéné kultury.[31]

Kapsle chrani bakterie ptfed reaktivnimi oxidy uvoliovanymi bilymi krvinkami. Tyto
oxidy bojuji proti bakteriim. V neposledni fadé¢ kapsle HA podporuje migraci

epitelialnimi vrstvami (napf. plicniho epitelu) do tkani.[31]

5. Vyskyt
Je prokazano, ze HA je ptitomna v télech vSech obratlovci, jakozto dilezitd slozka

extracelularni matrix (ECM).[6]

Dukladna analyza téla krysy, by méla byt obecné pouzitelna na jiné savce. Asi polovina
HA byla ziskéana z kiize. Kostra a klouby spolu tvofi zhruba ¢tvrtinu. Zbytek byl témér

stejné rozdélen mezi svaly a vnitinosti (tabulka 1).[13]

18



Tabulka 1 — Distribuce hyaluronanu v riznych tkanich krysy.[13]

Vaha [g] | HA celkové [mg] HA [%]
Cela krysa 201 60,5 100
Kuze 40,2 33,8 56
Svaly 35,7 4,69 8
Kostra a podptirna tkan 57,6 16,2 27
Stfeva a zaludek 15,8 0,5
Zbyvajici vnitini organy 43,4 5,25

Srovnavaci udaje pro rizné druhy tkani a organti jsou patrné z tabulky 2, kde nalezneme,
ze nejvyssi koncentrace HA se nachézeji v typickych pojivovych tkanich, jako je
pupecnikova $itira, synovidlni tekutina, pokozka ¢i sklivec. Vyznamnd mnozstvi jsou
také pfitomna v plicich, ledvinach, mozku ¢i svalu. V jatrech se HA vyskytuje velmi

malo, nejnizsi koncentrace se vyskytuje v krevnim séru.[13]

Tabulka 2 — Normalni koncentrace (ug.g*) HA v riznych organech u riznych Zivocisnych

druhi.[13]
Organy nebo tekutina | Clovék Ovce Kralik Krysa
Pupecni sntira 4100
Synovialni tekutina 1400-3600 | 540 3890
Dermis - pokozka 200
Sklivec 140-338 260 29
Plice 98-243 34
Ledviny 93-113 30
Ledvinova papilla 250
Ledvinova kurra 4
Mozek 35-115 54-76 74
Sval 27
Stievo 44
Hrudni lymfa 8,5-18 1,34 5,4
Jatra 15 4
Mo¢ 0,1-0,3
Plazma (sérum) 0,01-0,1 0,12-0,31 0,019-0,086 |0,048-0,26
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6. Degradace
HA podléha fragmentaci katabolickym procesem nebo metabolizmem tkani,

lymfatickych uzlin, krve, jater a ledvin, které maji rizné biochemické tlohy.[4]

U savci je enzymaticka degradace HA vysledkem pusobeni tii typt enzymu:
hyaluronidazy (hyazy), p-d-glukuronidazy a B-N-acetylhexosaminidazy. V celém téle se
tyto enzymy vyskytuji v riznych formach, intracelularné a v séru. Obecné hyaza Stépi
HA s vysokou molekulovou hmotnosti na mensi oligosacharidy, zatimco [-d-
glukuronidaza a B-N-acetylhexosaminiddza dale degraduji oligosacharidové fragmenty

odstranénim neredukujicich koncovych cukri.[2]
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Obrizek 7 — Sipka zndzoriuje misto piisobent hyaluronidazy.[15]

Produkty degradace hyaluronanu, oligosacharidi a hyaluronanu s velmi nizkou
molekulovou hmotnosti vykazuji pro-angiogenni vlastnosti. Katalyzaci hydrolyzy
kyseliny hyaluronové, hlavni soucasti intersticidlni bariéry, hyaluroniddza sniZuje
viskozitu kyseliny hyaluronové, ¢imz se zvySuje propustnost pro tkai. Proto je pouzivana
v mediciné ve spojeni s jinymi léky, aby se urychlil jejich rozptyl. Nejbéznéjsi aplikace
je v ocni chirurgii, ve které se pouziva v kombinaci s lokalnimi anestetiky. Nékteré
bakterie, jako je Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenese pneumoniae a
Clostridium perfringens, produkuji hyaluronidazu jako prostiedek zvySujici pohyblivost
skrze tkan¢ téla a jako antigenni prevlek, ktery brani jejich rozpoznani fagocyty

imunitniho systému.[2]
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7. Farmakokinetika

Normalni systémova kinetika HA je u ¢lovéka dobfe znama. Odstranéni HA z ob¢hu je
velmi u¢inné, s polo¢asem rozpadu 2 — 6 min a celkovym dennim obratem 10 — 100 mg

u dospélého ¢loveéka. Hlavni ptijem z krve probiha v endotelialnich buiikach jater.[2]

Absorpce v krvi

Je znamo, ze hlavni ¢ast eliminace HA z krevniho ob¢hu probiha v jatrech a to
prostiednictvim endocytézy zprosttedkované receptory v jaternich endotelovych

bunkach.[2]
Exkrece (eliminace)

Piimym méfenim HA v moci Ize vypocitat, ze ptiblizn€ 1% normalniho denniho obratu

HA ze systémové cirkulace u ¢lovéka je filtrovano ledvinami.
Dale je HA z téla eliminovana pomoci jater, plic a jen malo GIT traktem.[2]
Toxicita

Vysledky testti toxicity ukazuji, ze latky na bazi hyaluronanu nejsou cytotoxické a
vykazuji dobrou biologickou kompatibilitu. Hyaluronan je vysoce neantigenni a
neimunogenni i vzhledem k jeho vysoké strukturni homologii napfi¢ zivo¢isSnymi druhy

a Spatné interakci s krevnimi slozkami.[2]

8. Pouziti HA a jejich derivati pro medicinské aplikace
Jak jiz bylo uvedeno vySe, HA je vSudypfitomny biokompatibilni polysacharid, ktery je
hojné rozsiten v lidském téle. MlZe byt tedy efektivné vyuZzivan pro navrhovani riznych

aplikaci pro podavani léciv.

Jelikoz je to netoxicky a neimunogenni biopolymer, vzhledem k jeho strukturni
podobnosti naptic€ zivo€iSnymi druhy a jeho omezené interakci s krevnimi slozkami mtze

byt ucinné nahrazen syntetickymi polymery pouzivanymi ve farmaceutickém priimyslu.
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Jakozto slozka ECM je zde zodpovédna za rizné funkce, jako je rust, diferenciace a

migrace bunék.[2]

Ortopedie

HA hraje zésadni roli pfi vyvoji chrupavky, pfi udrZzovani synovialni tekutiny a pfi
regeneraci Slach. Vysoka koncentrace HA byla nalezena v ECM vsech tkani dospélych
kloubt, véetné synovialni tekutiny a chrupavky. Céste¢né kvili své viskoelastické povaze
a schopnosti vytvaret vysoce hydratované matrice pasobi HA v kloubu jako mazivo a

tlumic narazi.[2]

Viskosuplementace je nova, bezpe¢na a mozna ucinna forma lokélni 1é¢by osteoartrozy.
Spolu s produkty HA poméha zlepsit fyziologické prostfedi v osteoartritickém kloubu.
Okamzitym piinosem viskosuplementace je Uleva od bolesti, dlouhodobé&jsi pifinosy

zahrnuji navrat pohyblivosti kloubti.[2]

e

LP
N

Obrdzek 8 — Schematicky ndkres interakce mezi HA a proteoglykanem chrupavky. LP je

spojovaci protein.[9]
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Antiadhezni aplikace

Vzhledem k tomu, ze je HA vysoce hydrofilni, je to polymer, ktery je vhodny pro aplikace
vyzadujici minimalni adhezi bunék. Pooperacni adheze, které se tvoii mezi sousednimi
tkdnovymi vrstvami po chirurgickém zékroku, brani hojeni ran a cCasto vyzaduji dalsi
chirurgické zakroky. Bariéry ze zesitovanych HA byly u¢inné¢ pouzivany k zabranéni
vzniku takovych adhezi. Navic adheze bakterii k biomateridliim mize vyvolat infekce a
pfedstavuje pro pacienta velké riziko. S ohledem na tuto skutec¢nost byla esterifikovana
HA pouzita také k prevenci adheze bakterii na zubni implantaty, nitroo¢ni Cocky a

katétry.[2]
Oftalmologie

Jelikoz je HA pfirozenou slozkou sklivce oka, nalezla fadu uspéSnych aplikaci v
oftalmologické chirurgii. Intraokularni injekce HA béhem chirurgického zdkroku se
pouzivaji k udrzeni tvaru ptredni komory. Navic roztoky HA slouzi také jako slozky

zvysujici viskozitu o¢nich kapek a jako adjuvans pro opravu o¢nich tkani.[2]
Dermatologie

Jak jiz bylo zminéno vyse, HA je pfirozené pfitomna ve vysokych koncentracich v ktizi
a mekkych pojivovych tkanich. Proto je HA vhodnou volbou pro matrici, kterd podporuje
regeneraci ktuze. Napiiklad zesitené HA hydrogelové filmy urychluji hojeni plnych
tlustych ran, pravdépodobné tim, Ze poskytuji vysoce hydratované a neimunogenni

prostiedi, které napomaha opravé tkané.

Jakozto hlavni sloZka extracelularni matrix se G€astni kazdého kroku v procesu hojeni ran
a ma potencial zajistit rychlejsi hojeni. Proto je HA a jeji derivaty Siroce pouZivany od

roku 2001 pfi 1é€b& popalenin, téZko 1écitelnych a komplikovanych chirurgickych ran.
Farmacie

HA se pouziva jako ucinny nosi¢ pro dodavku I1€kd. Vyuziva se hlavné jeji
biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost, jedine¢na cilova schopnost a vysoka kapacita

pro doru¢ovani 1ékli na misto potieby.

Mnoho 1éki tvotenych malymi molekulami, zejména protirakovinovych 1é¢iv, ma nizkou

rozpustnost ve vod¢, nizkou specificitu a kratky polocas in vivo. VyuzZitim biofyzikalnich
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vlastnosti HA pro dodavani téchto malych molekul 1ze pfekonat nékolik téchto omezeni.
HA jako nosi¢ dodavajici 1éky mtize zvysit rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv, prodlouzit
poloc¢as 1éku in vivo, poméaha chranit 1ékové aktivity a podporuje cilené podani do

specifickych tkani.[4]
Derivaty HA

Jelikoz je pfirodni hyaluronan pon¢kud omezen, v disledku nekterych svych fyzikalné-
biologickych vlastnosti, pro vlastni Iékafské aplikace. Predevsim se jedna o jeho kratky
pobyt v téle, ktery je zpisoben jeho rychlym vstfebavanim. Proto je velmi podporovan
vyvoj jeho derivati pro riizné biomedicinské aplikace, jako je 1écba artritidy, ocni
chirurgie a tkanové inzenyrstvi. Piehled riznych derivata HA a jejich aplikaci je v tabulce
3.[4]

Tabulka 3 — Prrehled chemicky modifikovanych hyaluronanii a jejich medicinskych aplikaci.[4]

Typy HA Biomedicinska aplikace

HA obsahujici estery tukova tkan, srdce

HA obsahujici hydrazid ¢i aldehyd | kosti

Akryl-modifikovana HA genova terapie

Benzylester HA jatra, meziobratlova ploténka, ktize
Karbodiimidem zesitovana HA oftalmologie

Metakrylatovana HA srdce, tkan cév

Thiolatovana HA micha

HA svaly

9. Derivaty kyseliny hyaluronové
Ukazalo se, Ze chemicky modifikované hyaluronany se jevi jako idealni feSeni nedostatk
fyzikéalné-biologickych vlastnosti pfirodniho hyaluronanu. Vysledné derivaty maji
vlastnosti, které se mohou vyrazné liSit od pfirodniho polymeru, ale vétSina derivati si
zachovava biologickou kompatibilitu a biologickou rozloZitelnost ptirodni

hyaluronanové molekuly.[1,6]

V chemické struktuie HA se nejastéji pouzivaji 2 mista pro chemické (kovalentni)
modifikace. Tato mista jsou karboxylové skupiny glukuronovych kyselin a hydroxylové

skupiny na uhliku C-6, jak je znazornéno na obrazku 9.[4,6]
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- Hydroxylova skupina na HA muze byt zesitovana prostiednictvim etherové
vazby.
- Karboxylové skupiny na HA mohou byt modifikovany prostfednictvim esterové

vazby.
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OH OH
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H H H | H
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Obrazek 9 — Opakujici se disacharidové jednotky HA. Cervené Sipky oznacuji primdrni mista

vhodna pro chemickou modifikaci.[6]

9.1. Modifikace karboxylové skupiny
Nejbeéznéjsi modifikace karboxylové skupiny pro tvorbu derivati HA jsou uvedeny Vv
tabulce 3. Karboxylové skupiny HA jsou bézné modifikovany reakcemi

zprostiedkovanymi karbodiimidem, esterifikaci a oxidaci jodistanem.[4]
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Obrazek 10 — Selektivni primdarni modifikace karboxylové skupiny na HA.[4]
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Tvorba hydrazidit HA

Jednou z vysoce zkoumanych modifikaci je hydrazidova modifikace HA. T¢ se obvykle
dosahuje konjugaci ADH pomoci karbodiimidové vazby a byla hodnocena pro rtizné
aplikace biokonjugace, jako je konjugace 1éCiv nebo peptidil za pouziti hydrazonovych

vazeb.[4]
Tvorba thiolu HA

Tyto derivaty se obecné piipravuji konjugaci s molekulami obsahujicimi disulfid, jako je
naptiklad cystamin nebo dihydrazid kyseliny 3,3'-dithiopropionové, ktery je
kondenzovan s HA =za pouziti EDC chemie. Redukci disulfidovych vazeb
dithiothreitolem se ziska pozadovany thiolovy derivat. Thiolové derivaty HA se znaéné
pouzivaji k vyvoji hydrogeli. Ackoli se thiolovd chemie snadno provadi, hlavni

nevyhodou je jeji pomala kinetika zesiténi.[4]
Aldehydy HA

Tvorba takovychto derivati ma Siroké uplatnéni pii selektivni konjugaci N-koncovych
peptidd a jinych nukleofild. Nej€astéjsi metodou pouzivanou pro piipravu takové
modifikace je ¢aste¢na oxidace hlavniho fetézce cukru HA s pouzitim jodistanu sodného.
Takova oxidace patete se snadno provadi za vodnych a neutralnich podminek avSak
takova oxidace vede ke sniZzeni molekulové hmotnosti a otevieni cukrového kruhu, coz
je Skodlivé pro jeho bunécné rozpoznavaci vlastnosti a naruSuje biologickou funkci

molekuly.[4]
Esterifikace

Zahrnuje 3 typy reakci a to akrylaci, alkylaci a Huisgenovu cykloadi¢ni reakci (tzv. Click
chemie). Prvni z nich — akrylace, kdy se nejcastéji provadi tzv. metakrylace ve vodé s pH
6,5 za pouziti dvou molarnich ekvivalenti EDC a N-(3-aminopropyl)methakrylamidu.
Druha z nich —alkylace, miize byt pouzita pro piipravu amfifilnich derivati HA. Alkylace
karboxylovych skupin HA se mlize provadét za pouziti HA-TBA soli a alkylhalogenidi,
jako jsou alkyljodidy nebo bromidy, v organickém rozpoustédle. Posledni z nich -
Huisgenova cykloadi¢ni reakce azidl s alkyny za vzniku triazold byla pouzita k vyrobé
hydrogeltt HA a k zapouzdfeni kvasnicovych bun€k béhem zesitovani. Pfi této metode

byly funkéni skupiny azidu a alkynu zabudovany na HA za pouziti EDC chemie.[4]
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9.2. Modifikace hydroxylové skupiny
Hydroxylova skupina je bézn¢€ modifikovana etherifikaci, zesiténim divinylsulfonem,
esterifikaci a bis-epoxidovym zesitovanim. Nejbéznéjsi modifikace hydroxylové skupiny

jsou uvedeny na obrazku 11.[4]
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Obrdzek 11 — Selektivni primdrni modifikace hydroxylové skupiny na HA.[4]

Tvorba etherit za pouZiti epoxidii

Epoxid je béznym zesitovadlem pro ptipravu HA hydrogelt. Pro sitovani se pouziva
BDDE pro vétSinu zesitovanych HA hydrogeld, které jsou v soucasné dobé na trhu.
Reakce se sklada z otevieni epoxidového kruhu za vzniku etherovych vazeb s

hydroxylovymi skupinami HA.[4]
Tvorba etherit za pouziti divinylsulfonu

Divinylsulfon (DVS) je dalsim béZnym sitovadlem hydrogelu HA. Tato reakce se
provadi pii vysokych hodnotach pH (pH > 13) a vytvaii sulfonyl-bis-ethylové vazby mezi
hydroxylovymi skupinami HA. Tento zplisob zesiténi méa tu vyhodu, Ze probiha pfii
pokojové teploté, coz snizuje degradaci HA pii alkalickém pH, ke kterému obvykle
dochazi pii vysSich teplotach. I kdyz je vychozi latka DVS vysoce reaktivni a toxicka,
hydrogely HA-DVS jsou biokompatibilni, coz potvrzuje histologickd analyza

regenerované tkané.[4]
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Tvorba hemiacetalii pomoci glutaraldehydu

Zesiténi pomoci glutaraldehydu (GTA) musi byt provedeno za kyselych podminek, aby
se ziskal acetalovy zesitovany produkt. Vzhledem k tomu, Ze tato reakce je reverzibilni
za kyselého pH, ziskany acetalovy hydrogel se ziskd neutralizaci gelu. Dalsi nevyhodou
této strategie je toxicita spojena s GTA, kterd omezuje jeji pouziti v biomedicinském

oboru.[4]

ANALYTICKA CAST

1. Charakterizace struktury

1.1. Vypocet stupné modifikace kyseliny hyaluronové
Jednorozmérna *H NMR je nejbéznéjsim nastrojem charakterizace derivati HA. NMR
spektra ukazuji pritomnost konjugovanych sloucenin a umoziuji vypocitat stupen
modifikace HA. Typické spektrum piirodni HA rozpusténé v DO je na obr. 12a. Pokud
je HA rozpusténa v D20 obsahujici NaOH, pak ma signal 1épe vyvinuté piky v disledku
nizsi viskozity alkalickych roztok HA (obr. 12b). Siroky multiplet mezi pfiblizng 3,2 a
3,9 ppm odpovida signaltiim protonti obsazenych v cukernych kruzich. Jelikoz jsou tyto
protony rozmistény prakticky vSude, je ztizeno jednotlivé pfifazeni kazdého z protoni.
Siroky dublet pfi 4,5 ppm odpovidd obéma anomernim protontim. Tyto protony jsou
pfipojeny k uhlikiim sousedicim s dvéma kyslikovymi atomy. Protony methylovych
skupin od N-acetylové skupiny HA jsou dobfe pritaditelné k pikim pii 1,95 ppm. Signal
je mirné€ sniZen v alkalickém pH na 1,90 ppm. Tento pik je obvykle pouZivan jako odkaz
pro vypocet stupiili modifikace, protoZe je ziidka modifikovan pfi syntéze novych

derivatu HA.

NMR spektrometrie je velmi uZzitecna metoda pro kvantifikaci a popis chemické
modifikace. Napiiklad L-alanin byl nao¢kovan na karboxylovou kyselinu HA a spektrum
purifikovaného konjugatu je znazornéno na obr. 12¢. Nové vrcholy za 1,33 ppm a 4,14
ppm odpovidaji methylové skupiné L-alaninu. Stupent ndhrady (SN) Ize snadno stanovit

pomoci vypoctu pomérii vrcholovych integrali z methylové skupiny L-alaninu (8 = 1,33
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ppm) s methylovymi protony od N-acetylové skupiny (6 = 1,9 ppm). Pik skupiny (CH)
L-alaninu pii 4,14 ppm muze poskytnout aproximaci SN, ale vrchol je piili§ Siroky, aby
poskytl pfesnou hodnotu. Pik methylové skupiny L-alaninu mé& vyhodou, Ze neni

piekryvan s vrcholy pfirodni HA, coz umoziiuje snadny a presny vypocet SN. Pokud se

vvvvvv

Obrazek 12 — *H NMR spektra kyseliny hyaluronové v D,0 (a), D20 s NaOH (b) a *H NMR
spektra v D,O u HA-alaninu (c).[17]

1.2.  Urceni typu vazby vytvorené béhem modifikace kyseliny
hyaluronové
Dalsi bézné a dopliitkova charakterizacni technika pouzivana pro HA a jeji derivaty je
infradervena spektroskopie (IC), zejména infratervena spektroskopie s Fourierovou

transformaci (FTIR). Tato metoda umoziuje urcit typ vazby, ktera byla vytvofena béhem

modifikace HA.[17]

Naptiklad byly pomoci FTIR pozorovany amidové pasy pfi asi 1630-1640 cm™. Tyto
pasy odpovidaji novym amidovym vazbam vytvorenych mezi diaminy a karboxylovymi
skupinami HA. V tu stejnou dobu, jak bylo pfidano mnozstvi zesitovaciho ¢inidla, tak
intenzita pasu karboxylové skupiny v rozmezi od asi 1720 do 1740 cm™ poklesla (obr.
13).[25]
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Obrazek 13 — FT-IR-ATR spektra (A) suchého a (B) hydratovaného hyalového gelu.[25]

Dale byla naptiklad potvrzena piitomnost alkylovych fetézci na HA, dal§i piky
pozorované mezi 2850-2930 cm™ odpovidaji (CH) a (CH2) vibracim. Tyto vibrace jsou

znazornény na obr. 14.[17]
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Obrdzek 14 — FTIR spektra (a) hyaluronanu a N-alkyl derivatit HA: b) N-butyl-HA, c) N-hexyl-
HA, d) N-oktyl-HA, e) N-decyl-HA a (f) N-dodecyl-HA.[26]

Tato metoda vSak neumozZiiuje presné vycisleni stupné modifikace. V nékterych
pripadech nejsou k dispozici zadné informace, které by mohly byt ziskany z FTIR spektra.
Nebyl ziskan Zadny rozdil mezi spektrem pifed a po zesitovani, s vyjimkou pasma o
velikosti 1650 cm™, které mize byt piifazeno iontové vyméné sodné soli ke kyselé formé
HA.[17]

1.3. Kbvantifikace primarniho aminu ninhydrinovym stanovenim
Kolorimetrickou zkusSebni metodou s pouZitim ninhydrinu byla uvedena kvantifikace
volnych primarnich aminoskupin na HA. Negativni vysledky potvrdily, Ze Zadné primarni
aminy nebyly naockovany na HA pomoci karbodiimidu. Proto tento rychly test snadno
urcuje, zda jsou aminové molekuly, detekované pomoci NMR, kovalentné vazany na HA

nebo jestli jsou pouze volné v roztoku.[17]

Na obrazku ¢&. 15 mbzeme pozorovat *H spektrum N-acylmodoviny, jakoZto finalniho
produktu hyaluronanu sodného s karbodiimidem. Pik pfi 2 ppm byl urcen jako N-

acetylova skupina hyaluronanu sodného.[10]
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Obrdazek 15 — *H NMR spektrum N-acetylmocoviny.[10]

2. Morfologie

2.1. Morfologie derivatii kyseliny hyaluronové
Skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM) se pouzivd k ur€ovani morfologie suchych
HA derivati. U HA mikrosfér nebo potazenych lipozomi se zejména SEM pouziva k
charakterizaci tvaru, povrchovych vlastnosti nebo distribuci velikosti. Na obr. 16 je
mozné pozorovat sférické mikrocastice nebo nepravidelné zrcadlené mikrocastice v
zéavislosti na parametrech pouzitych pro jejich tvorbu. Konkrétné obr. 16 ukazuje dvé
skenovaci elektronové mikrofotografie esterifikovaného derivatu hyaluronanu, kde 50%

karboxyskupin HA je esterifikovano benzylalkoholem.[16]
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Obrdazek 16 — Skenovaci elektronové mikrofotografie esterifikovaného derivatu HA; A pro

1,5%(w/w); B pro 3%(w/w).[16]

2.2.  Vypocet velikosti a tvaru ¢astic derivati kyseliny hyaluronové
Pro stanoveni povrchovych charakteristik suchych nanocastic lze pouzit transmisni
elektronovou mikroskopii (TEM). Ziskané obrazky vSak nejsou tak ptesné, i kdyz stale

umoznuji vypocet velikosti a tvaru ¢astic.[17]

Mikrofotografie TEM (obr. 17) potvrzuji nano-velikost suchych zesiténych ¢&astic

hyaluronanu a ukazuji distribuci téchto derivati. Na zaklad¢ vysledkt histogramu bylo
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zjisténo, ze pomér zesiténi ovliviiuje velikost nanocastic. ZvySenim poméru zesit'ovani

doslo ke snizeni velikosti suchych ¢astic.[23]

Na obrazku 17, jsou TEM obrazy pro HA s M = 660 kDa. Obrazek 17a zobrazuje HA pfi

50% zesiténi a obrazek 17b pii 100% zesiténi.

U375 675 975 1275
Size (nm)

VRN

75 25 375 85
Size (nm)

Obrazek 17 — TEM obrazy a rozlozeni velikosti nanocastic hyaluronanu zesiténého pomoct

2,2'(ethylendioxy)bis(ethylaminu). A) HA pri 50% b) HA pri 100%.[23]

2.3. Morfologie derivati kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich
Mikroskopie atomarnich sil (AFM) je dal$i metoda mikroskopie pouzitelna pro stanoveni
morfologie derivath HA. Na rozdil od pfedchozich dvou technik mutze poskytovat
informace o morfologii HA ve vodnych podminkach.[17]

Nasledujici vzorky hyaluronanu a inzulinu (smési ¢i komplexu hyaluronan-inzulinu) byly

zkoumany na silika povrsich:
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Sample A, pfirozeny inzulin 1 mg/ ml a hyaluronan 1 mg/ ml v molarnim poméru 25: 1,
rozpustény v izotonickém chloridu sodném obsahujicim Tris pufr 0,5 mM, pH 6,5, nevedl
k zadné detekovatelné tvorbé komplexu (Obr. 18). Nedostatek hydrofobnich mist na
hyaluronanu a piirodnich molekulach inzulinu zabranil piipojeni k hydrofobnimu

povrchu skenovaného mista.

Sample B, komplex hyaluronan-inzulin, srazenina v ¢irém roztoku z dialyzy, ktera
obsahovala 2,4 mg inzulinu / ml s molarnim pomérem inzulinu: hyaluronan 19: 1, byla
povazovana za smés vldken a pevnych skvrn (<10 nm), pozorovatelné na obr. 18.
Molekuly mély zjevné hydrofobni mista, ktera byla schopnd vazat se na hydrofobni

povrch skenovaného mista.

Sample C, ¢iry supernatant, roztok z dialyzy centrifugovan pii 11 000 ota€kach za minutu
(20 000 x g) pti 10 °C po dobu 15 minut, ktery byl testovan tak, zZe obsahoval 1,6 mg/ ml
inzulinu: hyaluronan v moldrnim poméru 15: 1, obsahoval tuhé ¢astice hydrofobniho
komplexu hyaluronan-inzulinu viditelné v AFM. Z obrazku 18 lze usuzovat, ze skvrny

maji pramér kolem 2 nm.

Sample D, sediment po smiseni se 100 pl ¢irého roztoku z dialyzi, ktery obsahoval 5,2
mg inzulinu na ml s molarnim pomérem inzulinu: hyaluronan 54: 1, byl pozorovéan jako
odlisné skvrny a paralelni vlakna s nékterymi $ir§imi pasy, obrazek 18. Nejvétsi skvrny
vypadaly, Ze mély primér kolem 2 nm a pasy mély Sitku 1 nm. To naznacuje, Ze
inzulinovy komplex byl hydrofobni (z ¢ehoz vyplyva, ze byl adsorbovan na hydrofobni
povrch skenovaného mista) a Ze sraZzenina obsahovala vlakna inzulinu, ktera byla spojena
se strukturou hvézdicového hyaluronanu ve smési s pevnymi malymi casticemi. Obé¢

struktury obsahovaly komplex hyaluronan-inzulin a hyaluronan.[24]
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Obrazek 18 — AFM vzorkii, kde velikost zobrazenych objektii souvisi s intenzitou svétla a s

kalibracni stupnici napravo od snimkii.[24]

2.4. Hydrodynamické chovani mikrocastic derivati kyseliny
hyaluronové
Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je metoda, ktera poskytuje informace o
hydrodynamickém chovani mikrocastic nebo nanocastic HA v roztoku a umoziuje

méteni jejich rozmérl. Tato metoda vétSinou zce souvisi s jinymi metodami.[17]

Naptiklad k pozorovani nanocastic HA obsahujicich cisplatinu byla pouzita TEM
metoda. Kapka polymerni suspenze byla umisténa na uhlikovou f6lii pokrytou médénou

miizkou a pozorovana viz. obr. 19.

Dle pozorovani TEM, nanocastice HA obsahujici cisplatinu maji sférické tvary s velikosti

¢astic priblizné 100 az 200 nm, jak je ukdzano na obrazku 19.[27]
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Obrazek 19 — Morfologie nanocastic HA obsahujicich cisplatinu pozorovand pomoci TEM.[27]

Dle pozorovani DLS, byly vytvotfeny uzce distribuované nanoc¢éstice HA s cisplatinou a

velikost jejich castic byla distribuovana v rozmezi 100 - 200 nm v zavislosti na

hmotnostnim poméru HA / cisplatina (obr. 20).[27]
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Obrdazek 20 — Distribuce velikosti nanocastic HA obsahujicich cisplatinu byla mérena pomoci
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DLS pri pokojové teploté.[27]
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3. Fyzikalni vlastnosti

3.1. Stanoveni molekulové hmotnosti derivati kyseliny hyaluronové
Vylucovaci chromatografie spojena s vicethlovym rozptylem svétla (SEC-MALYS), je
moderni, vysokou¢inna a velice presnd chromatografickd metoda pro stanoveni

dilezitych parametr biopolymert, jako je pfedevsim molekulova hmotnost.[21]

Zachovani délky tetézce HA je kritickym bodem pfi syntéze jejich derivati, protoze jeji
vlastnosti na bazi lubrikantii a vyplné prostora jSou tizce spojeny S Vysokou viskozitou a
molekulovou hmotnosti. Nékteré rozklady jsou béhem procesti chemické modifikace
vSak nevyhnutelné. Analyza, vyuzivajici detektor rozptyleného svétla, mize pomoci
zjistit nékteré parametry molekuly. Lze je vypocist pomoci specifického indexu
refrakéniho ptirdstku (dn/dC) polymeru. Hodnoty (dn/dC) piirodni HA jsou obvykle v
rozmezi 1,430 az 1,670 ml/g v zavislosti na rozpoustédle a méfeni pouzitych parametra.
Ziskané hodnoty nejsou zavislé na piipadnych zménach v hydrodynamické sfére a

naslednych zménach funkce HA a tak nevedou k falesnému vykladu.[17]

3.2.  Méreni molekulové hmotnosti derivati kyseliny hyaluronové
Dalsi metodou pro meéfeni molekulové hmotnosti HA je asymetrickd field flow
frakcionace (AFFFF), ktera byla pouzita pro méfeni molekulové hmotnosti a distribuce

molekulovych hmotnosti HA v riiznych ¢asech zesit'ovaci reakce.[17]

Tato metoda konkrétné popisuje, na obr. 21, studium hydrolytické degradace HA béhem
procesu zesitovani. Zesitovani probéhlo pomoci vod¢ rozpustnym karbodiimidem. Po
pocate¢nim zvySeni vykazuje molekulova hmotnost pokles uz po sedmi dnech za

pritomnosti zesit'ujicich ¢inidel.[28]
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Obrazek 21 — Distribuce molekulové hmotnosti pro koncentraci 0,5% HA a v pritomnosti 5%

karbodiimidu v riznych stupnich behem hydrolyzy (pH = 7).[28]

3.3.  Tepelné chovani derivati kyseliny hyaluronové
Diferen¢éni skenovaci kalorimetrie (DSC) je metoda, ktera se casto pouziva
k charakterizaci tepelného chovani derivatd Kkyseliny hyaluronové. Tato technika

poskytuje informace o jejich hydrata¢nich vlastnostech.

Naptiklad tepelné chovani slozek hydrogelt HA hydrogelového filmu bylo zkoumano
pomoci této techniky. DSC termogram ukazal (obr. 22), ze pfirodni HA poskytuje Siroky
endotermicky pik pii 89,5 °C. Tento pik je dale nasledovan dvémi ostrymi exotermnimi
piky pii 243,6 a 258,7 °C, coz naznacuje krystalickou povahu HA. Piky nad 300 °C
odpovidaji rozkladu HA.[17]
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Obrdzek 22 — DSC termogram ilustrujici tepelné chovani hydrogelu HA a jeho slozek.[30]
Polyethylenglykol-propiondialdehyd (a); HA p#irodni (b); HA-dihydrazid kyseliny adipové (c);
HA hydrogelovy film (d).

Termogramy zesitovaného HA-dihydrazidu kyseliny adipové jiz nevykazuji exotermni

vrchol, jelikoz material jiz neni krystalicky, ale amorfni.[17]

3.4. Kondenzaéni schopnost derivati kyseliny hyaluronové s DNA
Kondenzaéni schopnost HA-polyethyleniminu (HAP) s DNA byla vyhodnocena pomoci
elektroforézy na agar6zovém gelu. Obr. 23 znazornuje plynulost pomérli naboje pfi
kondenzaci DNA pomoci tfi derivatd HAP s riznou molekulovou hmotnosti HA (60 kDa,
500 kDa a 1500 kDa), tyto produkty byly oznaceny jako HAP6, HAP50 a HAP150.
Migrace DNA byla zcela zpomalena, kdyZ pomér N/P (aminové skupiny HAP/fosfatové
skupiny DNA) byl pfiiblizn¢ 2,5 (pro HAP6), 1,5 (pro HAP50) a 1 (pro HAP150).
Komplexy 1-8 pro HAP6 (obr. 23a), HAP50 (obr. 23b) a HAP150 (obr. 23c) byly
ptipraveny s poméry N/P 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3a 4.[29]
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Obrazek 23 — Elektroforeticky test komplexit HAP/DNA s riiznymi poméry N/P.[29]
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ZAVER

Tato prace shrnuje zakladni informace o kyseliné hyaluronové a jejich derivatech. Prvni
¢ast prace je vénovana popisu obecnych informaci 0 HA, jako je naptiklad historie
objevu, chemicka struktura ¢i mozZnosti jeji modifikace. Druha ¢ast je vénovana samotné

analyze kyseliny hyaluronové se specialnim zaméfenim na jeji derivaty.

Kyselia hyaluronova, jakozto velmi vyznamny biopolymer objeveny v roce 1934,
sestavajici se ze zakladni stavebni disacharidové jednotky, z kyseliny D-glukuronové a
N-acetyl-D-glukosaminu, je velmi vyznamna slouCenina pfirozené se vyskytujici
v lidském téle, kde se HA vyskytuje ve formé polyanionu. Bylo patentovano nékolik
metod vyroby, avSak bylo zjisténo, Ze pouziti mikrobidlni a enzymatické syntézy je

vyhodnéjsi, pfedevsim z hlediska nasledné virové kontaminace.

Jelikoz je HA dulezitou soucasti extracelularni matrix, plyne z toho ptedpoklad pro jeji
hojné vyuziti v 1€katstvi, farmacii a kosmetice. V 1¢kafstvi se uplatiuje jako mazivo pro
kloubni plochy nebo jako tlumi¢ narazti. Ve farmacii jako u¢inny nosi¢ pro dodavku 1€kt

a Vv kosmetice je vhodnou volbou pro matrici, ktera podporuje regeneraci ktize.

V této praci bylo vybrano a popsano né€kolik metod pro analyzu derivati tohoto
biopolymeru. Strukturni charakterizaci bylo mozné stanovovat pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR), kde konkrétn¢ bylo mozné ur¢it stupeih modifikace HA.
Dale, pomoci infracervené spektroskopie, bylo mozné urcit typ nové vzniklé vazby pii
modifikaci HA. V neposledni fadé byla také kvantifikovana pfitomnost primarniho aminu

pomoci ninhydrinového stanoveni. Toto stanoveni bylo detekované pomoci NMR.

Morfologii derivati HA bylo mozné pozorovat pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM) a morfologii derivati ve vodném prostiedi pomoci mikroskopie
atomarnich sil (AFM). Vypocet velikosti Castic a tvaru ¢astic vybranych derivati bylo
mozné provést za pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) a hydrodynamické

chovani derivati HA bylo mozné pozorovat pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS).

Fyzikalni vlastnosti bylo moZné analyzovat pomoci SEC-MALS. Tato chromatograficka
technika umoznuje stanovit molekulové hmotnosti derivati HA, stejné jako metoda
asymetrick¢ flow field frakcionace (AFFFF). Dale, pouzitim termické analyzi,
konkrétnéji diferenc¢ni skenovaci kalorimetrii (DSC), bylo mozné zkoumat tepelné
chovani HA a jejich vybranych derivatd. V neposledni tad¢, byla pomoci
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elektroforetického testu komplexti vybranych derivatd pozorovana kondenzacéni

schopnost derivati HA s DNA.

Pravé diky moznosti modifikace kyseliny hyaluronové je mozné dale vyuzivat jejiho
biologického potencidlu a objevovat stile nové vlastnosti a nova pouziti tohoto

biopolymeru.
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