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1 UVOD

Predkladand habilitacni prace shrnuje vysledky vyzkumu a vyvoje ve vybranych oblastech
tkanového inzenyrstvi, ktery byl provadén v laboratofich spolecnosti CPN, spol. s r.0. a Contipro
C, a.s., dcefinych spolecnosti holdingu Contipro Group od roku 2005 do roku 2011. Ziskané
vysledky jsou shrnuty v 7 cCasopiseckych publikacich s primérnym impakt faktorem 2,206, 1
rukopise a v 10 prihlaskach vynalezi nebo jiz udélenych patentt.

Tkénové inzenyrstvi je védnim oborem, jehoZz cilem je vyvinout a vyrobit nahradu za
poskozenou, nefunkcni nebo zcela chybéjici tkan, a to ndhradu pokud mozno plnohodnotnou, ktera
by vSak meéla byt postupné¢ nahrazena vlastni funkéni tkani jedince. Ptipravky tkéanového
inzenyrstvi by navic mély aktivné¢ podporovat zaclenéni ndhrady do tkané a rovnéz by mély
podporovat odbourani této nahrady v dobé, kdy je regenerovana tkan schopna pievzit zakladni,
v idealnim piipad¢ veskeré, funkce, které normélni tkdn musi zabezpeCovat. V tomto se tkanoveé
inzenyrstvi pfiblizuje druhé védni discipling, s kterou byva ¢asto zaménovano, a to regenerativni
medicin€. Jaky je mezi nimi rozdil? V podstaté je pomérné maly. Ma-li byt vytvofena viceméné
plnohodnotna néhrada tkdn€, musi byt vytvorena nejenom vlastni extracelularni matrix, scaffold,
ve které bunky rostou, nybrz musi byt rovnéz vypéstovany vhodné bunky a tyto zasety
a kultivovany ve scaffoldu. To je pro oba obory shodné. V dnesnim pojeti tkdnového inzenyrstvi je
také shodné pouzivani kmenovych bunék v obou oborech. Hlavni rozdil mezi nimi je hlavné
vtom, ze regenerativni medicina vedle pfipravy artificidlnich tkani vyuziva jeSté injektaze
samotnych kmenovych bun¢k nebo biologicky aktivnich molekul ptimo do poskozenych tkani za
ucelem jejich regenerace.

Jak bylo feeno vySe, tkdnové inZenyrstvi zahrnuje jak Céast reprezentovanou materidlovym
inzenyrstvim, tak ¢ast reprezentovanou bunéénym inzenyrstvim. Tyto dvé casti nelze od sebe
odd¢€lovat. Implantovat do tkan¢ scaffold, ktery nenese Zadné bunky, je sice mozné, a dokonce se
1 klinicky pouziva (implantace bezbunéénych nahrad chrupavek), avSak takova tkanova ndhrada je
viceméné mrtvou soucasti organismu a po jeji implantaci dojde bud’ k dodatecnému osidleni
bunkami a nasledné prestavbé (tak tomu je 1 u zminénych bezbunécnych implantati do
chrupavky), nebo diive ¢i pozdéji k jejimu vylouceni z organismu, nebo jejimu oddéleni od
organismu, pokud tento materidl neni biodegradabilni a neni biokompatibilni. Ma-li tkanova
nahrada pIné odpovidat vySe uvedené definici, musi byt oseta vhodnym typem bunck
s dostate¢nou viabilitou.

Vyse uvedena definice popsala hlavni ulohu tkanového inzenyrstvi, tj. pfipravu tkanovych
nahrad. Typickym ptikladem je naptiklad nahrada poSkozené kloubni chrupavky, nefunkéniho
pankreatu ¢i poskozené nebo chybéjici kosti. Do tkdnového inzenyrstvi jsou vSak fazeny i jiné
aplikace, zejména ptipravky na hojeni ran a také systémy pro cilenou distribuci a fizené
uvoliovani biologicky aktivnich latek a 1ékti. Pfitom pod pojmem piipravky na hojeni, resp. kryty
ran si nelze predstavovat klasické obvazy nebo jiné kryty externich ran, nybrz piipravky pouzivané
k oSetfeni internich, pooperacnich ran vzniklych v dutinach organismu, které v mnohém
piipominaji scaffoldy. Stejné tak je tomu i u nosict biologicky aktivnich latek, které fadime do
tkanového inzenyrstvi. Tyto nosice reprezentuji vysoce sofistikované systémy odpovidajici na
pritomnost externich ¢i internich stimulii zménou svych fyzikalnich charakteristik a uvolnénim
nesenych biologicky aktivnich latek, jako jsou napf. rzné ristové faktory. Mezi nejCastéji
pouzivané externi stimuly fadime magnetické pole ¢i zménu teploty tkan€ a mezi internimi stimuly
to jsou nejcastéji zmeéna pH, vyskyt urcitych molekul, jako je napt. glukosa nebo vyskyt urcitych
enzymul v bezprosttednim okoli nosice. I kdyZ posledni dvé kategorie (pfipravky na hojeni ran
a piipravky pro cilené¢ a fizené¢ uvolfiovani 1é¢iv ¢i biologicky aktivnich latek) nepiedstavuji
pfimou nahradu nefunk¢ni tkan€, jsou to pripravky, které umozni nebo urychli vytvoreni vlastni
funkéni tkané.



Je jasné, ze pro piipravu scaffoldu nahrazujiciho tkan, krytd rany ¢i nosiCe pro fizené
uvoliiovani biologicky aktivnich latek, mohou byt pouzity pouze vybrané materidly, které budou
bez problému pfijaty organismem. Na tyto materidly je kladena celd fada pozadavki, zejména
potom musi byt biokompatibilni a biodegradovatelné, pticemz produkty degradace musi byt dale
odbouratelné a v pfipad¢, ze nejsou buitkkami utilizovany, musi byt bez problémii vylouceny
zorganismu.  Navic musi spliovat celou fadu pozadavki na fyzikalni vlastnosti, napf.
mechanickou pevnost, odvozenych od mista a zpiisobu aplikace a biologickych vlastnosti
odvozenych od typd bunck, kterymi maji byt osety. Idealnim materidlem pro uziti v tkalovém
inzenyrstvi jsou vSechny biopolymery, které se pfirozené v daném typu tkané vyskytuji.
Uvazujeme-li o priimyslové vyrobé takovychto ndhrad, dojdeme potom k problému se ziskavanim
vhodnych biopolymerti v dostatecném mnozstvi. Je zcela vyloucené ziskavat potiebné
biopolymery z lidskych tkani. Ziskavat biopolymery ze zvitecich tkani je mozné pouze v takovém
piipadé, ze se jedna o biopolymery, které¢ jsou minimaln¢ imunogenni nebo zcela neimunogenni.
To ze hry vylu€uje vétsinu bilkovin isolovanych ze zvitecich tkani s vyjimkou nékterych bilkovin
pojivovych tkani. K problému reakce tkdn¢ na cizorodou bilkovinu se jesté pfifazuje problém
pienosu virt a prionti ze zivocicha na ¢lovéka. Oba tyto problémy by se daly pfekonat pouzitim
rekombinantnich proteini. Velkou brzdou je vSak v tomto okamziku cena takového materidlu,
ktera se pohybuje nekolik fadt nad cenou akceptovatelnou trhem. Urcitou vyjimkou, kterd je
registratnimi autoritami akceptovana, je hovézi kolagen typu I, ktery je dostupny v potfebném
mnozstvi a 1 v dobré kvalité (Cistoté i zachované nativni konformaci). Kolagen vSak sdm o sobé
neni schopen vytvofit scaffold potfebnych vlastnosti, vzdy musi byt kombinovan s dal$im
syntetickym polymerem nebo biopolymerem. Z pohledu pfijatelnosti pro organismus je idedlnim
materidlem  skupina  polysacharidi  existujicich v zivo€iSnych  tkanich  nazyvanych
glykosmanimoglykany. VSichni zastupci této skupiny, kam patfi i hyaluronan, jsou prakticky
neimunogenni, necytotoxické, nemutagenni a neteratogenni latky. Jejich priimyslové ziskavani, az
na hyaluronan, vSak predstavuje velky problém, protoZe je mozné je tézit pouze ze zdroji
zivoc¢isného puvodu, kde se vyskytuji sice prakticky v kazdé tkani, avSak ve velmi malém,
prumyslové tézko vyuzitelném, mnozstvi. Navic jejich Cistota neni dostatecné vysoka, vzdy
obsahuji urc¢ité mnozstvi imunogennich bilkovin, s kterymi jsou velmi pevné, avSak nekovalentné
spojeny. Jedinou vyjimkou je hyaluronan, ktery Ize vyrabét v dostate¢ném mnozstvi a pfitom ve
vysoké Cistoté biotechnologicky z mikroorganismt, které¢ jsou piirozené, to znamena bez genetické
upravy producenta, obaleny kapsulou tvofenou ¢istym hyaluronanem. Hyaluronan proto, Ze je
pramyslové vyrobitelny ve velkém mnozstvi, a také proto, ze spliuje vSechny bezpecnostni
pozadavky kladeni na materialy pouzivané ve tkanovém inzenyrstvi a navic je siln¢ hydrofilni
a pomérné¢ snadno chemicky modifikovatelny, je povazovan za idealni material pro tkanové
inzenyrstvi.

Vysledky vyzkumu a vyvoje, které jsou uvedeny v piedlozeném habilitacnim spise, zkoumayji
a demonstruji vyuziti hyaluronanu a jeho derivati v tkdnovém inZenyrstvi ve tfech riznych
stupnich. Tim prvnim je pfiprava fragmentd hyaluronanu, coby vhodného vychoziho materidlu pro
tkanové inzenyrstvi. Druhym stupném je chemickd modifikace téchto fragment. I kdyz je
hyaluronan pfirozené se vyskytujici slozkou extracelularni matrix, pfesto neni sdm o sobé
vhodnym konstrukénim materidlem pro pfipravky tkanového inzenyrstvi a musi byt upravovan
chemickou modifikaci. Tou Ize podstatné zménit chemickou strukturu molekuly, coz se odrazi ve
zménach fyzikdlnich (mechanickych) i biologickych vlastnosti biopolymeru. Pfitom se pouZzivaji
jak chemické reakce vedouci ke zménam na molekule hyaluronanu, jako je naptiklad
hydrofobizace hyaluronanu, tak reakce vedouci ke spojovani jednotlivych molekul hyaluronanu do
tiirozmérnych siti, které umozni vznik scaffoldl a dalSich prostorovych utvarti. Ve tfetim stupni
demonstrujeme vyuziti nativniho i chemicky zménéného hyaluronanu pro piipravu mikrovldken
a nanovlaken, jakozto moderniho nastroje vystavby tkanovych nahrad, stejné jako krytt ran ¢i jako
nosicl pro fizené uvoliiovani biologicky aktivni latky.



2  HYALURONAN - ZAKLADNI INFORMACE

Vzhledem k tomu, ze hyaluronan neni latkou bézn¢ znamou, je na tomto misté vlozena kratka
kapitola podavajici zakladni informace o hyaluronanu.

Hyaluronan je polysacharid pattici do skupiny glykosaminoglykanti. Jejich typickym znakem je
struktura tvofend z opakujicich se disacharidickych jednotek. V ptipadé hyaluronanu se opakujici
disacharidickd jednotka sklada z monosacharidu kyseliny glukuronové, ktera je glykosidickou
vazbou B 1-3 spojena s dal§im monosacharidem N-acetylglukosaminem. Jednotlivé disacharidické
jednotky jsou pospojovany v polymer s vysokym stupném polymerace glykosidickymi vazbami 3
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Ze struktury hyaluronanu Ize odvodit, Ze se bude jednat o polymer, ktery je diky existenci
velkého mnozstvi hydroxylovych skupin ve své struktufe schopen vazat vysoké mnozstvi vody,
a ktery je ve vodé pomérné dobie rozpustny diky nabojové repulsi vyvolané karboxylovymi
skupinami disociovanymi pii pH hodnoté existujici ve tkani. Hydroxylové skupiny spolu
s karboxylovymi jsou velmi vhodnym teréem pro chemickou modifikaci, disociovand karboxylova
skupina navic predstavuje misto, kam se budou iontovou vazbou vazat nejenom kationy rtiznych
kovti, ale 1 polymerni kationy (coz ma zajimavé konsekvence v ptipad¢ ptipravkil na hojeni ran) ¢i
kladn¢ nabité lipidickée latky.

Hyaluronan se vyskytuje u obratlovctl prakticky ve vSech tkanich, a to ve dvou podobach.
Jednak vézany do extracelularni matrix jako jeji organizator a jednak volny jako humektant (ktize),
lubrikant (vétsi klouby) ¢i latka udrzujici tvar (o¢ni bulva) nebo jako slozka vypliové hmoty
(pupecni snura) nékterych organt. Jeho tuloha, resp. aktivita v organismu, je silné¢ zavisla na
molekulové hmotnosti. Obecné plati, Ze hyaluronan s vysokou molekulovou hmotou nejevi
prakticky zadnou biologickou aktivitu ve smyslu regulace pochodl v organismu nebo regulace
bun¢k a slouzi hlavné jako strukturni jednotka. Naproti tomu hyaluronan s nizkou nebo velmi
nizkou molekulovou hmotnosti (obecné plati s molekulovou hmotnosti pod 500 kg/mol) ma vliv
na rizné pochody v tkanich a bunkdch, ptficemz bylo prokdzano, ze ¢im niz8i je molekulova
hmotnost, tim vys$i je biologicka aktivita. Je az s podivem, jaké znacné mnozstvi biologickych
funkci je spojeno s tak jednoduchou molekulou.

Hyaluronan je syntetizovan mnoha bunikami organismu obratlovci, zejména potom témi, které
jsou zapojeny do tvorby extracelularni matrix, resp. pojivové tkané¢ (napf. fibroblasty,
keratinocyty, ale 1 tfeba krevni desticky). Syntézu zajiStuje enzym hyaluronan syntaza, ktery je
lokalizovany v membrané bun€k a v podstaté spojuje aktivovanou glukuronovou kyselinu (UDP-
glukuronovou kyselinu) s aktivovanym N-acetylglukosaminem (UDP-N-acetylglukosamin).
Vytvofeny hyaluronan je vysouvan zbunky do extracelularniho prostoru, kde interaguje
s proteoglykanovymi podjednotkami za tvorby ,,brush-like structure®, 1épe struktury podobné
Stétce na vymyvani lahvi. Proteoglykanové podjednotky se pfipojuji na hyaluronan sice
nekovalentné, avSak velmi pevné, pomoci hyaluronan binding proteinu. Odstranéni vazebniho
proteinu z hyaluronanu po extrakci z tkané je velmi obtizné a vzdy jeho urCité malé procento
zUstava vazano na hyaluronan a je potencidlnim imunogennim faktorem hyaluronanu ziskaného
extrakei z zivo¢iSnych tkani [Itano 2008].



Role hyaluronanu v organismu je zavisla na jeho molekulové hmotnosti. Odhlédneme-li od jeho
ulohy jako Ilubrikantu nebo humektantu, je role vysokomolekuldrniho hyaluronanu hlavné
organiza¢ni. Tim, Ze po interakci s proteoglykanovymi podjednotkami vytvaii obrovské
nadmolekularni tvary, obsazuje pomérné znacnou cast extracelularniho prostoru a samoziejmeé
ma podstatny vliv na organizaci dalSich slozek, které se v tomto prostoru vyskytuji, zejména
potom kolagenu, ale i dalSich glykoproteind. Sviij vliv na organizaci extracelularniho prostoru
uplatiiuje v podstaté tfemi zpusoby. Je zndmo, ze hyaluronan vaze znatné mnozstvi vody. Ta je
nezbytna pro spravnou konformaci bilkovinnych slozek extraceluldrni matrix i pro interakci mezi
jejimi jednotlivymi slozkami. Zadrzovani velkého mnozstvi vody v extracelularni matrix je rovnéz
velmi diilezité z pohledu zivota bunck, které extracelularni matrix osidluji. Extracelularni voda
viibec umoziuje existenci bun¢k a dale je nezbytnym mediem, ve kterém se uskuteciiuje pienos
zivin a kysliku od krevnich kapilar k buitkdm. Voda rovné¢ umozituje mezibunéénou komunikaci
uskutec¢novanou pomoci difuse regulacnich latek mezi buitkami a pomoci pfenosu regulacnich
latek vytvotenych v buiikach zakotvenych v extracelularnim prostoru do krevnich kapilar a odtud
do celého systému. Struktura nadmolekuldrnich utvarG vzniklych po interakci hyaluronanu
s proteoglykanovymi podjednotkami umoznuje, aby se jednotlivé slozky extraceluldrni matrix
timto utvarem rizné ,,proplétaly a tak se formovaly naptiklad kolagenni fibrily, podplrné
struktury neuront a dalSich buné€k a tkani. Bez nadsdzky muzeme fici, Ze interakce hyaluronanu
s dalSimi sloZkami extracelularni matrix dava wvnitini strukturu (a uritym zplisobem 1 tvar)
a potfebné fyzikdlni a mechanické vlastnosti jednotlivym tkdnim a organim [Allison 2006,
Almond 2007, Necas 2008, Svanovsky 2007].

Extracelularni matrix je osidlena builkami. VSechny tyto buniky jsou pevné zakotveny
k extracelularni matrix. To se déje prostiednictvim celé fady specializovanych proteinii nebo
receptord, které interaguji s riiznymi slozkami extracelularni matrix. Dulezitd je interakce mezi
hyaluronanem a buitkami zprosttedkovana receptorem CD 44, ktery se nachazi na povrchu vétSiny
bunék. Tento receptor neni dilezity pouze pro vazbu bunck na extraceluldrni matrix, nybrz také
z pohledu regulace pochodii odehravajicich se v buiice a diky svému charakteru, jedna se
o endocytdzni receptor, také z pohledu cilené distribuce 1€kii. Pfitom neni jedno, zda s receptorem
interaguje vysokomolekularni hyaluronan nebo jeho fragmenty [Puré¢ 2009, Toole 2009].

Fragmenty hyaluronanu se mohou v tkani objevit ve tfech pifipadech. Tim prvnim je bézna
obnova hyaluronanu v tkéni. Je znamo, ze hyaluronan ma pomérné rychlou obnovu, napt. v kiizi je
jeho metabolicky polocas v fadu desitek minut az hodin. V tom pfipadé se ve tkani objevi
fragmenty hyaluronanu, které vzniknou nejdiive bud’ pisobenim hyaluroniddz na proteoglykany
a nasledné odstépenim proteoglykanovych podjednotek z fragmenti hyaluronanu specifickymi
proteazami, nebo pusobenim tychz enzymi, ale v obriceném potadi, to znamend nejdiive
odstépenim proteoglykanovych podjednotek z hyaluronanu a potom fragmentaci hyaluronanu
hyaluroniddzami. Produkované fragmenty maji vysokou molekulovou hmotnost, nejevi
biologickou aktivitu a jsou krevnim feciStém zaneseny do jater, kde jsou zpracovany az na
monosacharidy, které jsou dale metabolizovany standardnim zplsobem. Z toho je ziejmé,
ze fyziologické odbourani hyaluronanu prakticky nevede k produkci biologicky aktivnich
fragmentli pfimo v tkanich. V tkanich vSak nemusi probihat pouze fyziologické odbourani
hyaluronanu. Pokud v tkani probiha zanét, ten mize byt nastartovan zranénim, infekci nebo napft.
1 vyssi davkou UV zéfeni, objevi se v tkani ve vetsi mife volné radikaly rizného ptvodu, které
hyaluronan degraduji na fragmenty. Protoze hyaluronan je velmi citlivy k volnym radikaliim,
probihd degradace ve zvySené mife a objevuji se fragmenty s nizkou nebo velmi nizkou
molekulovou hmotnosti. Takovéto fragmenty se mohou objevit ve tkani i1 po jejim napadeni jinymi
zivo€ichy ¢i mikroorganismy. VéEtSina hadich a pavoucich jedd obsahuje enzym hyaluroniddzu,
ktery velmi rychle rozklad4 hyaluronan na rizné velké fragmenty. Podobné je tomu u pijavky,
ktera ve svych slinach rovnéz obsahuje hyaluronidazu, kterd vSak na rozdil od vysSe uvedenych
enzymi, jez $tépi (pfednostné Stépi) glykosidickou vazbu 1-4, §tépi vazbu 1-3. Tim se do okoli
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bunék dostavaji fragmenty hyaluronanu, které na redukujicim konci nemaji N-acetylglukosamin,
ale kyselinu glukuronovou. V¢tSina mikroorganismii nepouzivd ke Stépeni hyaluronanu
hydrolytickou reakci katalyzovanou hyaluronidazami, nybrz eliminacni reakci zprostfedkovanou
hyaluronan lydzami. Elimina¢ni reakci podléha glykosidicka vazba  1-4 a vysledkem je potom
vznik dvojné vazby mezi atomy uhliku 4 a 5 u kyseliny glukuronové na neredukujicim konci
fragmentu. Plsobenim nefyziologickych podminek na hyaluronan je tedy produkovana tada
ruznych ,.fyziologickych®“ (s N-acetylglukosamin na redukujicim konci, maji sudy pocet
monosacharidii a neobsahuji modifikované monosacharidy) i ,,nefyziologickych® fragmenti
hyaluronanu, které mohou ovliviiovat buiky [Girish 2007, Kakizaki 2010, Lee 2010, Stern 2007].

Proto, aby buiikky mohly byt néjakym signalem ovliviiovany, musi ho rozpoznat. To se d¢je
prostiednictvim receptortl, které jsou lokalizovany na povrsich bun¢k a specificky interaguji pouze
s uritymi latkami. Buitky mohou s hyaluronanem, ktery je v extracelularni matrix, interagovat
prostiednictvim nékolika druhli receptorti. Nejvétsi pozornost se dosud zamétila na receptor CD
44. Jedna se o glykoprotein se znanou variabilitou ve své struktuie (existuje minimalné 9 splicing
forem tohoto receptoru), ktery prochazi cytoplasmatickou membranou a jednim svym koncem
vyéniva do extracelularniho prostoru a druhym do intracelularniho prostoru. Cast, ktera je
v extracelularnim prostoru, interaguje s extracelularnim hyaluronanem, pfi¢emz plati, Zze interakce
se uskuteéni, je-li k dispozici minimaln¢ fragment hyaluronanu obsahujici 4 monosacharidy
v piipadé¢ imunitnich bun¢k, 6 monosacharidii u vétSiny ostatnich bunék nebo 9 monosacharida
v pfipadé keratinocytti. Délka fragmentu, nad minimalni délku, hraje také urcitou roli ve vysledku
interakce.

Kazda interakce ligandu s receptorem, a to zcela obecné, vede ke spusténi kaskady enzymi,
které signal z povrchu buiiky pfenaseji do bunééného jadra a podle jeho povahy vyvolaji aktivaci
nebo supresy systému transkripce genu do RNA, ktera spusti dalsi pochody v buiice vedouci
k syntéze proteinu nebo dalsi regulacni pochody ovliviiyjici stav bunky. Vysokomolekularni
hyaluronan vétSinou interaguje s nékolika receptory CD 44 najednou, obaluje buiiku a pfipoutava
ji k extracelularni matrix. Pravdépodobné takova interakce, kterd spoji fadu receptorti, nevede
k tvorbé zadného signalu, ktery by buitku vychylil z jeji rovnovazné fyziologické polohy. Jina
situace je u kratkych fragmentli, které mohou u rtznych bun¢k vyvolat riznou reakci. Velmi
kratké fragmenty (tetrasacharidy) aktivuji dendritické buiky, delsi potom aktivuji buiiky endotelu
k expresi faktoru zptsobujiciho tvorbu novych kapilar a jiné, s molekulovou hmotnosti okolo 12
kg/mol, aktivuji geny pro syntézu hyaluronan syntdzy a potlacuji transkripci gend pro zanétlivé
faktory. Fragmenty s molekulovou hmotnosti kolem 100 kg/mol aktivuji transkripci gend pro
syntézu integrinti. Z tohoto kratkého a neuplného piehledu je ziejmé, Zze interakce hyaluronanu
s receptorem CD 44 vede u rtznych bunck ke zcela odliSnym reakcim. Receptor CD 44 je
zajimavy jesté z jednoho hlediska. Jak jiz bylo vySe uvedeno, je to receptor endocytézniho typu.
To znamena, ze pokud dojde k jeho interakci s fragmentem hyaluronanu, vchlipi se i s navdzanym
hyaluronanem do buiiky, kde vytvoii specialni vakuoly, postupné endozom a lysozom, ve kter¢ je
hyaluronan degradovan. To znamena, Ze i nanoc¢astice znacend hyaluronanem nesouci biologicky
aktivni latku ma Sanci timto zplisobem byt dopravena piimo do bunky stejné jako hyaluronan
s navazanou biologicky aktivni latkou. Tohoto zplsobu pienosu biologicky aktivni latky (l1éciva)
do bunky se snazi vyuzit cela fada vyzkumnych tyma a vyvinout ptipravky pro 1écbu riznych
onemocnéni, napt. nékterych typl rakoviny, které by minimdln¢ zatézovaly organismus [Jiang
2007, Stern 2006].

3 FRAGMENTY HYALURONANU

I kdyz se hyaluronan v tkanich za fyziologickych podminek vyskytuje pfevazné v polymerni
podobé s vysokou molekulovou hmotnosti jednotky milionu gramii na mol, je v této podob¢ ve
tkanovém inZenyrstvi prakticky nepouzitelny, a to zejména pro svou velmi dobrou rozpustnost ve
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vodé, snadnou biodegradovatelnost ve tkanich a nevhodné mechanické vlastnosti. Proto je tieba
sahnout k chemickym modifikacim a pomoci nich pfipravit z nativniho biopolymeru material pro
tkanové inzenyrstvi. Pro chemické modifikace se vSak nehodi hyaluronan s molekulovou
hmotnosti pfili§ vysokou. Jeho roztoky jednak vykazuji vysokou viskozitu, coz komplikuje praci
s nim, jednak lze jen obtizné regulovat rovnomérnost modifikace po celé délce fetézce.

To byl jeden divod, pro¢ jsme studovaly postupy ptipravy fragmenti hyaluronanu. Druhym
diavodem je fakt, Ze fragmenty s nizkou nebo velmi nizkou molekulovou hmotnosti jsou
biologicky aktivni [Stern 2006]. Piedpoklada se, ze v nedaleké budoucnosti budou fragmenty hrat
vyznamnou roli jako farmaceuticky aktivni latky vyuzitelné v terapii celé fady onemocnéni.

Vzhledem k moznostem, které uziti fragmentl hyaluronanu nabizi, byla jejich piipraveé
a charakterizaci produktli vénovana v ¢asopisecké i patentové literatufe pomérné mala pozornost.
Zamg¢ftili jsme se proto na studium prubéhu degrada¢niho procesu a vybéru optimalni kombinace
podminek vedoucich k pozadovanému produktu a na isolaci a charakterizaci vedlejSich
degradacnich produktd, které v pribéhu degradace vznikaji a které mohou ovliviiovat biologické
vlastnosti fragmentt hyaluronanu.

Fragmenty hyaluronanu Ize ptfipravovat celou fadou postupti, jak je zfejmé z piehledu Sterna
a spol. [Stern 2007]. My jsme studovali degradaci hyaluronanu v pevném stavu suchym teplem
a degradaci hyaluronanu v kyselych nebo alkalickych roztocich, v né€kterych piipadech i za
pritomnosti oxida¢ni ¢inidla. Degradace byla urychlovana zahiatim na bod varu konvencnim
zpusobem nebo mikrovinnym ohfevem nebo ptisobenim ultrazvuku.

O chemismu degradace hyaluronanu v pevné fazi neni v literatufe nic uvedeno. My jsme zjistili,
ze béhem tohoto zpiisobu degradace nedochazi v hyaluronanu k hydrolytické reakci, nybrz k -
eliminaci a na zbytku glukuronové kyseliny, ktera je na neredukujicim konci oligosacharidi, se
mezi uhlikem 4 a 5 pyranosového cyklu objevuje dvojna vazba.

O chemismu kyselé¢ a alkalické hydrolyzy hyaluronanu v roztoku lze v literatufe nalézt ponckud
vice informaci. V piipad¢ kyselé hydrolyzy hyaluronanu budou vysledkem reakce smés
Lregulérnich® poly a oligosacharidiit (s kyselinou glukuronovou na neredukujicim a N-
acetylglukosaminem na redukujicim konci a se sudym poctem monosacharidit) vzniklych po
roz$tépeni glykosidické vazby 1-4 a ,,neregulérnich® poly a oligosacharidii vzniklych v disledku
Stépeni vazby 1-3. 'V pripadé¢ alkalické hydrolyzy probiha nékolik paralelnich reakci, zastoupeni
jejich vyslednych produktd je dano pH hodnotou prostfedi a reak¢ni teplotou. Jednak muze
probihat tzv. ,,peelingova* reakce na N-acetylglukosaminu, ktery je nasledné odstépen, a rovnéz
probiha B-eliminacni reakce na kyseliné glukuronové vedouci k tvorbé dvojné vazby mezi uhliky 4
a 5 [Tokita 1995]. Nas vklad ke zkoumani procesu degradace nativniho hyaluronanu na fragmenty
s nizkou a velmi nizkou molekulovou hmotnosti Ize shrnout nasledujicim zptisobem:

Byl vypracovan originalni postup degradace hyaluronanu vedouciho k velmi malym
fragmentiim, spodni limit molekulové hmotnosti byl na hranici 5 kg/mol. K ohfevu roztoku jsme
pouzili mikrovinné zéfeni. Degradace muze byt provadéna pifi rizném pH, kombinace doby
ohfevu a pH roztoku je nastrojem k regulaci velikosti fragmentli. Pokud degradace probihala pii
pH 3,0, bylo mozné ziskat pomérn¢ rychle fragmenty s velmi nizkou molekulovou hmotnosti.
Vyhody pouziti mikrovinného ohfevu proti konvencnim zpisoblim ohfevu spocivaji jednak
v urCitém zvyseni rychlosti degradace (zvlasté je-li tfeba ptipravit fragmenty o vyssi molekulové
hmotnosti) a také v redukci tvorby vedlejSich degradacnich produktii [Bezékova 2008].

Ultrazvuk byl rovnéz pouzit k urychleni fragmentace hyaluronanu. Degradace pod jeho vlivem
vede k odlisnym vysledkim a pravdépodobné probiha i ponékud jinym mechanismem nez klasicka
kyseld hydrolyza. Fragmentace ultrazvukem v kyselém prosttedi bez pfitomnosti oxida¢nich latek
probihd pouze do urcité¢ limitni hodnoty molekulové hmotnosti (okolo 100 kg/mol). Jeji rychlost
neni piili§ zavisla na pH roztoku. Ponékud rychleji probihd fragmentace v alkalickém prostiedi.
Dramaticky jind je situace, pokud jsou pfitomny oxida¢ni latky, zejména potom chlornan. Jeho
pfitomnost vede k urychleni fragmentace hyaluronanu. V alkalickém prostfedi v pfitomnosti
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0,09% NaClO je dosazeno molekulové hmotnosti 133 kg/mol jiz za 15 min. Tento vysledek by
mohl byt zajimavy pro primyslovou aplikaci, av§ak pfitomnost chlornanu vyuziti tohoto postupu
komplikuje, protoze S$tépeni za téchto podminek by muselo byt provadéno v nadobach
ze specialnich a velmi drahych materiala [Diimalova 2005].

Zkoumali jsme vedlejsi degradacni produkty vzniklé kyselou hydrolyzou hyaluronanu.
Porovnavali jsme infracervend, NMR a UV spektra fragmentti hyaluronanu ziskanych pisobenim
ultrazvuku, mikrovinného zafeni a fragmenta pfipravenych za pouziti konvencnich zdroju tepla se
spektry nativniho hyaluronanu. Z porovnani vyplynulo, Ze mnozstvi vedlejSich degradacnich
produktti bude ve vysledné reakéni smési velmi malé, protoze ani v infracervenych spektrech, ani
ve spektrech nuklearni magnetické rezonance se neobjevily vyznamnéj§i zmény, pouze v UV
spektrech byl zachycen narGst absorbance v oblasti 230 az 240 nm, coz svéd¢i o tvorbé dvojné
vazby na pyranosovém kruhu. Vzhledem k velmi malému obsahu vedlejSich degradacnich
produkt ve vysledné reakéni smési, muselo byt pouzito kombinace nékolika isolacnich stupiii,
abychom prokazali, Ze v produktu se naléza pét hlavnich frakci vedlejSich degradacnich produkti,
u kterych byla pomoci NMR a hmotnostni spektrometrie uréena jejich struktura. Vysledky
ukézaly, Ze po dlouhodobém piisobeni kyselého prostiedi na hyaluronan za varu, pfiblizné 0,7 %
vysokomolekuldrniho hyaluronanu je degradovdno az na furanové derivaty a 0,2 % na derivaty
cyclopentanonu. Biologické testy provedené na keratinocytech a fibroblastech ukazaly, ze vétSina
degradacnich produktd inhibuje rtst téchto bunék. Pii pokusech odstranit tyto potencialné
nebezpecné latky z fragmentl hyaluronanu bylo zjisténo, Ze jiz pouhd ultrafiltrace pfes membranu
s cut-off 2 kDa byla schopna odstranit prakticky vSechny degrada¢ni produkty z reakéni smési.

V experimentech souvisejicich s fragmentaci hyaluronanu jsme narazili na neobvyklé zmény
v parametrech charakterizujicich konformaci biopolymeru v roztoku v zéavislosti na jeho
molekulové hmotnosti. Pii dvojitém logaritmickém vyneseni vnitini viskozity proti molekulové
hmotnosti bychom v ptfipad¢ linearniho polymeru, za ktery je hyaluronan pokladan, m¢li dostat
pfimku (Mark—Houwink rovnice dava do vztahu wvnitini viskozitu biopolymeru [n], tj. miru
hydrodynamického objemu obsazeného biopolymerem, s informaci o interakci biopolymeru
s rozpoustédlem, koeficient o). Vyneseni logaritmu nami ziskanych hodnot vnitini viskozity proti
logaritmu molekulové hmotnosti vedlo ke kfivce, kde bylo mozné nalézt hodnoty pro koeficient o
varirujici v Sirokém rozmezi od hodnot ptesahujicich 1,0 az po hodnoty okolo 0,5, resp. i hodnoty
niz$i. Literatura [Podzimek 2010] uvadi pro linedrni polymery v termodynamicky dobrych
rozpoustédlech hodnotu a okolo 0,7. Pro expandované valcovité struktury lze v literatufe nalézt
hodnoty nad 0,8, pro kompaktni sféry hodnoty smétujici k 0. Pfi interpretaci vysledkli jsme se
mohli pfidrzet jiz publikovaného vysvétleni nesouladu mezi piedstavou hyaluronanu jako
linedrniho biopolymeru a ziskanymi vysledky pii dvojitém logaritmickém vyneseni vnitini
viskozity proti molekulové hmotnosti fragmenti hyaluronanu existenci riznych konforméra
hyaluronanu v roztoku v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti, nebo zaCit uvazovat zcela
novym smérem, a to, Ze hyaluronan je vétveny biopolymer. V publikaci uvedené v pfiloze ¢. 4
jsme na ohromném poctu méfeni jasné dokézali, ze log — log vyneseni vnitini viskozity proti
molekulové hmotnosti vede k tvorbé kiivky a nikoli pfimky. I kdyz je na hyaluronan nazirdno
striktné jako na linedrni biopolymer, ktery jiz z principu své tvorby nemize byt vétven, miize byt
hyaluronan béhem fermentace a pozdé¢ji béhem isolace vystaven plsobeni celé fady enzymd, které
by mohly ménit jeho strukturu, i zméndm prostredi, jako jsou napt. zmény pH, slozeni okolnich
roztokll, teploty apod., takze nelze vyloucit, Ze na pivodné linearnim hyaluronanu dochézi
k naslednym reakcim vedoucim k jeho vétveni. Vétveni mlize mit riiznou pficinu, at’ je to reakce
molekul hyaluronanu navzéajem, nebo reakce hyaluronanu s dal§imi polysacharidy ¢i peptidy, které
jsou pritomny ve fermentacnim mediu. Na druhé stran€ je vSak tfeba fici, ze se dosud nepodafilo
objevit zadnou ¢ast z vétveni hyaluronanu. Pti pfipravé oligosacharidii hyaluronanu a patrani po
vedlejSich produktech jeho kyselé hydrolyzy byla provedena fada chromatografickych analyz, pti
kterych se dosud nenaSel dikaz o vétveni hyaluronanu. Podle mého soudu ob&é moznosti, to
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znamena existence rtiznych konformérti hyaluronanu v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti
1 existence hyaluronanu vétveného na nékolika mistech fetézce v dasledku pfipojeni jinych
biopolymer ¢i vlastnich fragmentii, zlistavaji pres to vSechno v soucasné dob¢ ve hre.

4 CHEMICKE MODIFIKACE HYALURONANU

Jak bylo feceno vyse, je nativni hyaluronan ve tkanovém inZenyrstvi prakticky nepouzitelny,
a to zejména pro svou velmi dobrou rozpustnost ve vodé, snadnou biodegradovatelnost ve tkanich
a nevhodné mechanické vlastnosti. Proto je tfeba sahnout k chemickym modifikacim a pomoci
nich pfipravit z nativniho biopolymeru material vhodny pro tkanové inzenyrstvi. Prvnim krokem
je navazani vhodnych ligandi na hyaluronan a v ptipad¢, Ze lze ligandy néslednou chemickou
reakci mezi sebou spojovat, tak také pripravu trojrozmérnych struktur, hydrogeli. Hydrogel
piedstavuje finalni materii, z které tkanovi inzenyti vytvareji scaffoldy, nosice 1€k, rtizné kryty
ran a popalenin apod. Chemické modifikace davaji do rukou tkanovych inzenyrii zcela univerzalni
nastroj pro pfipravu hydrogelt sriznymi vlastnostmi. Jeho univerzalnost spociva v tom,
ze pouhym vybérem typu chemické vazby, kterda ptipojuje ligand na hyaluronan, vybérem
substituentll na ligandu, které se nachéazeji v bezprostfednim okoli vazby ligandu na hyaluronan,
stupném substituce, umisténim ligandu na hyaluronanu a typem pouzité sitovaci reakce lze
regulovat biokompatibilitu derivatu, rychlost jeho degradace a zejména jeho fyzikalni vlastnosti.
Tato Cast prace je zaméfena na zkoumani a vyvoj nové aplikovanych chemickych reakei, pomoci
kterych jsou vhodné ligandy pfipojovany na hyaluronan, a vybranych sitovacich reakci, kterymi se
pretvari linearni molekuly modifikovaného hyaluronanu v trojrozmérné hydrogely. Je nutné si
uvédomit, ze chemické modifikace biopolymerit mohou byt obecné vyuzity k pfipojeni jakékoliv
molekuly, nejenom té slouzici k tvorbé hydrogelti, nybrz také k pripojeni biologicky aktivni latky
¢1 molekuly zabezpecujici fyzikalni interakce mezi molekulami, napt. nosic¢e z hydrofobizované¢ho
hyaluronanu.

V tkanovém inzenyrstvi je titeba mit k dispozici hydrogely s celou Skélou riznych biologickych
vlastnosti, s riznymi mechanickymi vlastnostmi i prostorovym uspoiadanim a zejména s riznou
rychlosti odbouradni z tkdn€. Zejména o této posledni vlastnosti, tj. rychlosti (snadnosti) odStépeni
ligandu od hyaluronanu prostym hydrolytickym nebo enzymatickym odstépenim, vyznamnym
zpusobem rozhoduje typ vazby ligandu na hyaluronan. Proto bylo nasim cilem vyvinout celou
paletu reakci vedoucich k riiznym vazbam ligandli na hyaluronan, které by umoznovaly vytvofit
rizn¢ stabilni hydrogely. Biologicky nejlabiln€j$i je vazba esterovd, zejména pokud je
v hyaluronanu esterifikovana primarni hydroxylovd skupina. V tkdni existuje znacné mnozstvi
esterdz, které s riznou rychlosti esterovou vazbu rusi a v podstaté zpétné generuji nemodifikovany
hyaluronan. Diky tomu, Ze neni zablokovan karboxyl, ziistane po odstépeni ligandu hyaluronan
rozpustny, a tudiz ptistupny hyaluronidazam, které jsou schopny ho pomérné rychle odbourat.
Stabilnéjsi vazba je karbamatova, kterd je pomalu v organismu odbouratelna. Prakticky
neodbouratelny je derivat, kde je ligand vazan bud’ éterovou vazbou, nebo ve formé sekundarniho
aminu na misté¢ primarni hydroxylové skupiny ¢i ve formé substituovaného amidu karboxylové
skupiny.

Estery z hyaluronanu, ve kterych je zhyaluronanu vyuzita pravé primarni ¢i sekundarni
hydroxylova skupina (nikoli karboxylova), lze pfipravit klasickou reakci, pfi kterych je jako
reagent vyuzivan chlorid nebo symetricky anhydrid mastné kyseliny. Pouziji-li se k esterifikaci
vys$§i mastnd kyselina, je mozné pfipravit derivaty hyaluronanu, jehoz molekula bude mit
zménénou rozpustnost ve vod¢ a zvySenou tendenci interagovat s hydrofobnimi molekulami
pfitomnymi v jejim okoli. Pfipravit lze az hyaluronan, ktery tvotfi ve vodnych roztocich micelam
podobné utvary, a mize byt tudiz vyuzit pfi ptipravé nosi¢l schopnych transportovat lipofilni
substance. Lze rovnéz pfipravit ve vod¢é zC€asti nebo zcela nerozpustny derivat, ktery najde
uplatnéni v tkanovém inzenyrstvi, napft. pii tvorbé riznych biologicky velmi odolnych, avsak stale
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biodegradabilnich struktur, pfi tvorbé nano i mikrovldken pouzitelnych pro ptipravu krytd ran,
jako nosi¢ 1€kl pro jejich cilenou distribuci a fizené uvoliiovani a podobné. Vzhledem k tomu, Ze
hydrofobizované derivaty hyaluronanu ptedstavuji velmi zajimavou skupinu derivatd, byla velka
snaha vyvinout vlastni postup ptipravy esterti hyaluronanu s vy$§imi mastnymi kyselinami.

R
O\

COONa
\EO O HO
HO O~

CH3CO

Nami vyvinuty postup vychazi zdfive popsanych reakci smésného anhydridu a stal se
v podstat¢ zcela univerzalni metodou piipravy esterit hyaluronanu s organickymi kyselinami, které
vytvaii s etylchlorformidtem smésny anhydrid. Jednozna¢nou vyhodou pouziti ethylchlorformiatu
je skutecnost, ze jednoduchou reakci kyseliny s ethylchlorformidtem Ize v podstaté pfipravit
smeésny anhydrid z jakékoli organické kyseliny, ktera ze své podstaty mize smésné anhydridy
tvofit. V primyslovém méfitku totiz nejsou symetrické anhydridy nékterych kyselin vibec
dostupné a nékteré pouze za cenu, ktera neni akceptovatelna trhem (nékteré symetrické anhydridy
mastnych kyselin jsou az desetkrat drazs§i nez smésny anhydrid téze mastné kyseliny). Jejich dalsi
vyhodou je fakt, Ze smésné anhydridy reaguji ve vétSin€ piipadl rychleji a za nizSich teplot nez
symetrické anhydridy. SkuteCnost, ze vedlejSimi produkty reakce smésného anhydridu
s hyaluronanem jsou oxid uhlicity a ethylalkohol, latky, které l1ze z reakéni smési snadno odstranit
a které zaroven nijak nezatézuji zivotni prostiedi, je dalsi vyhodou tohoto postupu ptipravy estera.
Tvorba ethylalkoholu v pribéhu reakce je vSak zaroven nevyhodou. Primarni hydroxylova skupina
ethanolu muze byt smésnym anhydridem rovnéz esterifikovana a tim v podstaté probihaji
v reak¢ni smési dvé konkurencéni reakce, pricemz koncentrace konkurenéniho akceptoru anhydridu
(ethanol) s casem stoupa a dostupnost ptivodné cilovych primarnich hydroxylovych skupin
hyaluronanu klesa. To se projevuje vétSinou ve snizeni stupné substituce hyaluronanu ve srovnani
se symetrickym anhydridem.

Reakce smésného anhydridu s hyaluronanem jsme pouzili pfi pfipravé esterd hyaluronanu
s mastnymi kyselinami s po¢tem atomu uhliku od 6 do 16. Ukazalo se, Ze v zavislosti na stupni
substituce a délce acylového fetézce, 1ze regulovat rozpustnost ester hyaluronanu ve vodném
prostfedi. Z ptivodné¢ ve vod¢ velmi dobfe rozpustného polymeru se stal polymer ve vodé
nerozpustny, na omak mastny. Vyuziti pfipravenych derivati je razné. Derivaty hyaluronanu
substituované acyly se sudym poctem atomu uhliku se vyuzivaji pfi vyvoji novych typii scaffoldii
pro nahradu chrupavky a kize a jako materialy vhodné pro korektivni (estetickou) dermatologii
jako dermalni fillery. Derivaty piipravené z mastné kyseliny s dlouhym acylem a vysokym
stupném substituce se vyuzivaji pii vyvoji ve vode nerozpustnych nano a mikrovlaken. Dal$i velmi
zajimavou aplikaci je wvyuziti silné hydrofobizovanych hyaluronani pro pfipravu nosica
nepoléarnich latek ve vodném prostiedi. Zvlasté tato posledni aplikace se zda byt velmi zajimava,
protoze z dosud provedenych experimentli lze usuzovat, ze hydrofobizovany hyaluronan tvofi
nadmolekularni Gtvary podobné micelam, ve kterych existuji hydrofobni domény, které jsou
schopné vazat nepolarni latky. V piipadé hyaluronanu by se jednalo o zcela novy typ nosice, ktery
by byl vyuzitelny jak pro cilenou distribuci (hyaluronan je schopen interagovat s bunéénym
receptorem CD 44, ktery je siln€ exprimovan u nékterych typt nadorti), tak pro fizené uvoliovani
biologicky aktivnich latek (rychlost uvolnovani aktivni latky je déna rychlosti degradace
modifikovaného hyaluronanu, coz Ize pomérné dobfe fidit).
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Pomoci esterové vazby lze ptipojit k hyaluronanu celou fadu riznych latek. Jednou z nich je
i DTPA (diethylentriaminopentaoctova kyselina), latka, ktera se ve form¢ soli s gadoliniem
pouziva k zobrazovani pomoci MRI a také pii tak zvané ,Neutron capture therapy™
(*'Gd+ng—"*Gd+y+7.94MeV). Béhem studia chemismu pfipravy DTPA hyaluronanu bylo
zjisténo, ze DTPA mize velmi efektivné tvofit pficné vazby mezi fetézci hyaluronanu.
Molekulovou hmotnost fragmentu hyaluronanti se podafilo pomoci této sitovaci reakce zvysit az
60x.
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Zachovani karboxylové skupiny v molekule hyaluronanu zabezpeci jednak jeho vétsi
rozpustnost i v ptipad¢ hydrofobnich derivati a dale jeho snadnéj$i odbourdvani z organismu.
Proto jsme se zaméfili na vyvoj esterifikacni reakce, ktera vyuzivala primarni a sekundarni
alkoholické skupiny na monosacharidech. Pro nckteré specifické aplikace, pro které¢ je tieba
pripravit estery, které se budou jen velmi pomalu v organismu odbourdvat, je vhodné vyuzit
k esterifikaci karboxylovou skupinu hyaluronanu. V téchto reakcich hyaluronan hraje obracenou
roli nez v reakcich se smésnym anhydridem. Zde hyaluronan vystupuje jako kyselina. Estery
tohoto typu jsou ve vodé nerozpustné jiz pti nizkém stupni substituce, a to i v pfipadé, Ze ester
vytvaii i pomérné hydrofilni alkohol. Estery jsou pfipravovany origindlnim postupem pomoci
¢inidel obecného vzorce R — X nebo X — R — X, kde R miize byt alifaticky, cycloalifaticky,
olefinicky, arylalifaticky nebo heterocyklicky rtzné substituovany zbytek a X halogenid ze
skupiny chlor, brom a jod. V ptipadé reakce monohalogenderivatu (R — X) vznikaji pouze estery.
V ptipadé pouziti dihalogenderivati (X — R — X) maze dochazet k tvorbé piicnych vazeb mezi
fetézci hyaluronanu. Nami vyvinuty postup je zcela originalni a mé fadu vyhod oproti klasickym
patentoveé chranénym postupiim. Tou nejvétsi je skutecnost, ze ptipravu esterti je mozné provadét
ve vodném prostiedi a je k ni mozné pouzit sodnou nebo jinou stl hyaluronanu s jednomocnym
kationtem. Podle klasickych postupti bylo tfeba pfipravovat tetralkylamonnou sil, coz
predstavovalo krok navic a reakce musela byt provadéna pouze v organickych rozpoustédlech.

Dalsi skupinou derivatii hyaluronanu, které byla vénovana urcita pozornost, jsou karbamatové
derivaty. Ty sice nabizeji zajimavou a biologicky pomalu rozlozitelnou vazbu, avSak zplisob jejich
ptipravy vyuzivajici pisobeni bromkyanu a primarniho aminu na hyaluronan ve vod¢ se ukazal
jako nevhodny, protoze nevedl k jednoznacné definovanym produktim. Ve shod¢ s literaturou
jsme dale prokdzali, Zze vedle hlavni reakce, kterou lze jen velmi Spatné fidit, probiha celd fada
vedlejsich reakei, mimo jiné probihaji reakce vedouci k tvorbé pti¢nych vazeb v bromkyanem
aktivovaném hyaluronanu, coz se projevi tvorbou gelii. Tvorba gelti, pokud je fiditelna, je proces,
o ktery usilujeme napt. pti ptripravé scaffoldl. V piipadé bromkyanem aktivovaném hyaluronanu
je tvorba gell netiditelna, a tudiz pro tento ucel je reakce nevyuzitelnd [MI¢ochova 2006].

Velmi stdlymi derivaty hyaluronanu jsou substituované amidy pfipravené za vyuZziti
karboxylové skupiny hyaluronanu. Takové derivaty jsou prakticky biologicky neodbouratelné
a predstavuji jednu z moznosti, vedle éterd a sekundarnich amint, jak pfipravit celou skalu
derivati hyaluronanu v organismu velmi stabilnich. Vzhledem k potencialu takovych derivata byl
vyvijen vlastni origindlni postup jejich syntézy. Vysli jsme z reakce ethylchlorformiatu
s karboxylem hyaluronanu. Reakce vede ke vzniku smésného anhydridu, ktery po reakci
s primarnim aminem vytvofi substituovany amid. V pfipad¢ amidu se mlze jednat o linedrni nebo
rozvétveny alifaticky amin s obsahem aromatickych nebo heteroaromatickych skupin. Pouziti
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tohoto derivatu je opét velmi Siroké a bude sméfovat do takovych aplikaci, kde bude tieba
pracovat s hydrolyticky i biologicky velmi stdlymi derivaty. Tento derivat miZze byt vyuzitelny
jednak pfti ptiprave scaffoldd, jednak nosica pro cilenou distribuci a fizené uvoliiovani 1éku, vcetné
nano a mikrovlaken. Nehodi se pro pfimou vazbu Iéku, obecné¢ biologicky aktivnich latek, na
hyaluronan, protoze uvolnéni latky bude velmi obtizné, ne-li nemozné [Huerta-Angeles 2011].

Velmi stalou vazbu ligandu na hyaluronan Ize rovnéz vytvofit z uhliku 6 N-acetylglukosaminu,
to znamend bez zapojeni karboxylové skupiny hyaluronanu do reakce. Nami vyvinuty originalni
postup spociva v oxidaci primarni hydroxylové skupiny na aldehyd, ktery je pomérné reaktivni
a mize reagovat s celou fadou rtiznych funkénich skupin. Pro ucely tkanového inzenyrstvi se hodi
reakce s primarni aminoskupinou, kterd vede k iminu. Ligand pfipojeny iminovou vazbou je
pfipojen na hyaluronan jen velmi slabou vazbou, kterd by se v podminkach organismu velmi
rychle hydrolyzovala. Stabilizaci takto pfipojeného ligandu lze dosdhnout redukci iminové
skupiny na sekundarni amin. Timto zplsobem by bylo mozné velmi elegantné pfipravovat
konjugaty hyaluronanu s peptidy napf. pfi piipravé termoresponzivnich geld, pii piipravé
hyaluronanu s navazanou peptidovou sekvenci vhodnou k ukotveni bun€k napt. na struktury
scaffoldu apod. Podobné jako ester predstavuje sekundarni amin pfipojeny k hyaluronanu v poloze
6 N-acetylglukosaminu zcela univerzalni néstroj pro vazbu ligandu na hyaluronan. Lze ho vyuzit
pro piipravu hydrofobizovaného hyaluronanu podobn¢ jako esterti vychazejicich z téze polohy na
molekule glukosaminu, avSak sekundarni amin bude podstatné biologicky stabilnéjsi. Samoziejmé
ze je mozné timto zpisobem vézat na hyaluronan celou fadu riznych ligandud, které lze vyuzit
tieba pro tvorbu pficné vazby a formovani hydrogelt. Zajimavy ligand, ktery jsme piipojovali,
jsou derivaty tyraminu nebo 5 hydroxyindolu. Hyaluronan s obéma typy ligandu Ize po piidavku
peroxidu vodiku a enzymu peroxiddzy sitovat do trojrozmérnych struktur. Tato reakce ma celou
fadu vyhod. Tou hlavni je skutecnost, Zze reakce mize probihat i v pfitomnosti bunék, ptidavek
peroxidu ani enzymu nijak neovlivni jejich viabilitu. Druhou skuteCnosti je fakt, ze tato reakce
muze byt provadéna in situ, protoze teprve po smiseni vSech tii reakénich slozek se do jedné az
dvou minut vytvoii nerozpustny gel. Toto je dostatecné dlouhd doba na to, aby bylo mozné smés
reagenti dopravit na misto tvorby gelu a ten nechat vytvofit piresné podle prostorové potieby
defektu, ktery ma vyplnit. Hydrogely pfipravené z téchto derivatti kromé vyhod zminénych vyse
maji jednu velkou nevyhodu, kterou je jejich mala mechanickd pevnost. Rozhodné se nehodi pro
piipravu scaffoldl pro ndhradu chrupavky.
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Pomoci aldehydu Ize ptipojit na hyaluronan i oba reaktanty, které jsou vyuzivany v tzv. ,.click
chemistry*, to znamena vytvofit jak propargylovy, tak i azidovy derivat hyaluronanu, pomoci
kterych lze snadno vytvofit pficnou vazbu mezi fetézci hyaluronanu. ,,Click® reakce ma celou fadu
vyhod, zejména snadnost provedeni vlastni sitovaci reakce. Jeji velkou nevyhodou je skutecnost,
ze tato reakce probihd v pfitomnosti méd’natych ionti a askorbatu, tedy latek, které prakticky
vylucuji jeji provedeni v ptfitomnosti bunék (na rozdil od predchazejici reakce vyuzivajici
tyrozinové derivaty).
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Jinym derivatem, ktery byl pfipravovan za pomoci reduktivni aminace, je derivat hyaluronanu
nesouciho cystein, cysteamin ¢i podobnou thiolovou slouceninu. Tyto slouCeniny se pomérné
snadno v oxidacni atmosféte (na vzduchu) spojuji za vzniku disulfidickych vazeb. Tohoto jevu lze
vyuzit jednak pro oxidativni reversibilni sitovani thiolovych derivatl hyaluronanu, jednak pro
ptipravu mukoadhezivnich ptipravki na bazi hyaluronanu. V obou téchto ptipadech je vSak nutné
vyftesit stabilizaci thiolovych derivati az do okamziku siténi ¢i aplikace na sliznici nebo vyftesit
systém pro generovani thiolovych derivati tésné pied reakci, 1épe v jejim priubéhu. V soucasné
dob¢ rozpracovavame koncept systému generovani thiolovych derivati hyaluronanu v prib&hu
sitovaci reakce.

Velmi zajimava reakce vychazi zaldehydu v poloze 6 N-acetylglukosaminu. Aldehyd Ize
redukovat borohydridem zpét na primarni alkohol. Pokud je kredukci pouzit tritiovany
borohydrid, potom je pfimo na uhliku v poloze 6 navazano tritium. Dochazi tak ke specifickému
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znaceni glukosaminu v hyaluronanu, navic ke znacCeni velmi stabilnimu, kde trittum neni
vymeénitelné ve vodném prostedi za vodik, jak by tomu bylo v pfipad¢ tritia vazaného na kyslik
hydroxylu nebo dusik aminoskupiny.
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5 NANO A MIKROVLAKNA Z HYALURONANU

Biopolymery mohou byt zpracovany do riiznych forem. Jednou z nich jsou riizné vldkenné
struktury vyuzitelné v celé¢ fad¢ oblasti mediciny. Pfitom se mize jednat o vldkna s primérem
nekolika desitek az stovek nanometri (nanovlakna) az po vlakna s primérem stovek mikrometra
(mikrovldkna). Je samoziejmé, Ze vldkna, kterd se svym primérem blizi rozmérim
nadmolekularnich tutvart, které se vyskytuji ve tkéanich, najdou jiné uplatnéni nez vlakna
mikronova, budou se jinak ziskavat, jinak zpracovavat a budou mit 1 jiné fyzikalni i biologickeé
vlastnosti nez vldkna s mikronovymi rozméry. Vzhledem ke specifickym a v podstaté tézko
nahraditelnym vlastnostem se piedpoklada, ze obé formy vlédken sehraji vyznamné specifické role
jak v tkanovém inzenyrstvi, tak v regenerativni medicing€, tkanovych senzorech apod. Proto jsme
se také vénovali vyvoji vlastnich postupil pfipravy a manipulace s témito vldkny a jejich finalizaci
do podoby obchodovatelného finalniho produktu.

Nejcastéji jsou nanovlakna pfipravovana pomoci tak zvaného elektrospinningu, tj. ptisobenim
elektrického pole o velmi vysokém napéti (fddove desitek kV) na hladinu roztoku materidlu,
z kterého ma byt vldkno vytazeno. Nejjednoduseji se to da realizovat tak, ze roztok biopolymeru je
vytlacovan z kapilary, ktera tvofi jednu elektrodu, a kapka, kterd se na konci kapilary tvofi, se
pusobenim elektrostatického pole ptetvaii do tzv. Taylorova kuzele, z né¢hoz po dosazeni urcitého
napéti vystieluje proud kapaliny smérem k opacné nabité elektrod€. Ten se béhem letu méni ve
svazek nanovldken. Béhem cesty mezi elektrodami musi dojit k odpafeni rozpoustédla nebo
alespoil jeho podstatné ¢asti, aby na elektrodu dopadlo jiz hotové vldkno a nemohlo dochazet
k jeho opétovnému rozpousténi ve zbytku neodpaieného rozpoustédla a vzniku riznych poruch.
Tvorbu nanovldken ovlivituje cela fada parametrti, které mizeme rozdélit do tii skupin: jsou to
vlastnosti roztoku, procesni podminky a podminky okoli. V této habilita¢ni praci jsem se zabyval
pouze vlastnostmi roztoktl. Vlastnosti roztoku urcuje jak vlastni rozpusténa latka, tak i fyzikalné
chemické parametry roztoku vlaknéné latky. V ptipad¢ rozpusténé latky ma velky vliv na to, zda
se podafi z dané¢ho biopolymeru pfipravit vlakna a jaka bude jejich kvalita, zejména molekulova
hmotnost biopolymeru, index polydispersity (distribuce molekulovych hmotnosti), struktura
biopolymeru a jeho koncentrace. Z fyzikdln¢ chemickych vlastnosti roztoku biopolymeri bych na
prvnim misté uvedl jeho viskozitu a ddle vodivost a povrchové napéti spolu s vlastnostmi
rozpoustédla. Pritom plati, ze ne vSechny zminéné parametry maji stejnou vahu pii tvorbé
nanovlaken, navic vétSina znich je navzajem zavisld (napf. viskozita roztoku je funkci jak
koncentrace, tak 1 molekulové hmotnosti polymeru). Pfitom neexistuje obecna teorie, kterd by
popsala souvislosti mezi jednotlivymi parametry a vysledkem pii vldknéni. Pofad je zde velky
prostor pro empirické zkouméni a hledani vhodnych podminek elektrospinningu [Tan 2005].
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Elektrospinning vodnych roztokti hyaluronanu je velmi obtizny. Hlavni ptekdzkou tspésného
zvlaknovani je jeho neobvykle vysoka viskozita a povrchové napéti jiz u ziedénych roztokl. Navic
silnd schopnost hyaluronanu vazat vodu muize vést ke slepeni vzniklych vladken kvuli
nedostatecnému odpateni vody jako rozpoustédla béhem letu vldkna k druhé elektrode¢.

Vyvinuli jsme origindlni metody pfipravy nanovldken jednak znativniho i1 chemicky
modifikovaného hyaluronanu. To, Ze nanovldkna z hyaluronanu jsou mechanicky velmi nestala,
1 kdyZ jsou deponovana na podlozku z pevného materialu, nds vedlo k tomu, ze jsme vyvinuli
1 smésna nanovldkna pfipravovand ze smési hyaluronanu s polyvinylalkoholem nebo
polyethylenoxidem. Vedle hyaluronanu nas zajimaly i dva dal$i polysacharidy s vyznamnymi
imunomodulacnimi aktivitami, a to schizophyllan a glukomannan. Z obou dvou se nam podatilo
pfipravit nanovlakna, kterd budou velmi dobie vyuzitelnd v piipravcich na hojeni ran a popalenin.
Vldknéni vSech tii polysacharidii probihalo z vodné alkoholickych roztoki biopolymerti nebo
jejich smési s dalsim polymerem za neutralniho nebo mirné kyselého pH. V nékterych ptipadech
byla do vlakniciho roztoku pfiddvana farmakologicky akceptovatelna povrchove aktivni latka.
Pouziti alkoholi a povrchové aktivni latky vedlo jednak ke snizeni vysokého povrchového napéti
roztokli polysacharidli a v ptipad¢ alkoholli také ke zrychleni odpafovani rozpoustédla béhem
tvorby vlakna. Pfi pouziti tohoto rozpoustédlového systému nedochazi ke slévani vlaken, protoze
vlakno deponované na kolektor jiz neni vlhké.

Obecn¢ plati, ze pii klasickém uspotadani elektrospinningu vznikaji nanovlakna, kterd jsou na
kolektoru chaoticky uspofdddna. Je to déno principem a usporaddnim celého procesu
elektrospinningu. Tak, jak roste intenzita elektrického pole, polokulovity tvar kapky se méni na
kuzelovity, vznikd Tayloriv kuzel, zkterého, jakmile napéti dosahne kritické hodnoty
a elektrostatické sily pfekonaji povrchové napéti, vytryskne tenky nabity praminek roztoku. Na
zacatku je praminek kapaliny rovny (stabilni), dal od elektrody se stava piisobenim elektrickych sil
nestabilni a tvofi smycky, spiraly, rotuje a vini se. Pfi tomto procesu se odpafuje rozpoustédlo
a zlUstavd nabité polymerni vldkno, respektive svazky nanovlaken. Vldkna v nich se natahuji
a zuzuji a nasledné se nahodné¢ ukladaji na kolektor. Nepravidelné pohyby praminku a posléze
svazku nanovlaken, jeho tvarova nestabilita jsou dilezitymi prvky elektrospinningu. Zpisobuji
mechanické namahani svazku nanovldken, jejich tzv. dlouzeni, které piispiva ke zlepSeni
mechanickych vlastnosti. Nahodné usporadani svazkl nanovlaken na kolektoru je nechténou dani
za zlepSeni jejich mechanickych vlastnosti. Ve vysledku se totiz na kolektoru tvoii néco jako
netkand textilie. Takto vznikla struktura je velmi vhodnd pro filtra¢ni Gc¢ely, avSak nevhodnd pro
uziti ve tkanovém inzenyrstvi. Nahodn¢ usporadana vlakna vytvati velmi hustou sit’, ktera je pro
bunky neprostupna, a navic, pokud by se i podafilo bunky do takového materidlu nasit, jenom
tézko by prezily, protoze by nemély dostatek prostoru kolem sebe. Navic ndhodné uspotfadana
vlakna nedavaji nanotextiliim dostate¢nou mechanickou pevnost.

Pro potifeby tkanového inzenyrstvi je nutné umét fidit uspotfadani vlaken. Zlepsi to mechanické
vlastnosti svazki vldken, zejména pokud jsou vldkna paralelné uspoiaddna. Navic, paralelné
uspofadand nanovlakna se mohou stat vodi¢em pro rist bunék, které je tieba orientovat sméroveé
a ne ndhodné (napt. nervové bunky [Liu 2010]), a pro fizené deponovani extracelularni matrix
produkované pro urcité specialni tkané, jako jsou napiiklad rGznd ligamanta, cévy apod. [Han
2011, McMahon 2011]. Jejich pevnost v longitudindlnim sméru svazkt vlaken se vyrazné zvysi.
Moznost cilené tidit depozici vlaken také umozni vytvaiet prostorové struktury s fizenou velikosti
ok v 3 D prostoru i programovatelnou vzdéalenosti mezi jednotlivymi vrstvami vlaken.
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Obrazek ¢. 1. Usporadani nanovldken polyvinylalkoholu pfi pouziti standardniho kolektoru
(vlevo), nové vyvinutého kolektoru pro orientovana vldkna (uprostied). Noveé vyvinuty kolektor
umoziuje fidit smér vldken a vytvaret tak predem definované struktury (vpravo).

V soucasné dobé¢ na trhu prakticky neexistuje zatizeni, které by dovolovalo pfipravovat
orientovana vlakna s programovatelnou orientaci, vzdalenosti vrstev, velikosti kavit apod. Proto
bylo tieba ptikrocit k vyvoji takového zatizeni v naSich podminkach.

V nasich laboratofich byla vypracovana teorie, na zaklad¢ které byly konstruovany nové typy
kolektorti, které umoziuji ptipravu paraleln¢ orientovanych nanovldken a jejich dalsi zpracovani
[Pokorny 2010, Pokorny 2011]. Pouziti nanovlaken, i tfeba paraleln¢ usporadanych, bude mit své
limity a v nékterych oborech tkanového inzenyrstvi jim budou vyhrazeny jen urcité specidlni
aplikace.

Mikrovldkna jsou dalsi kategorii vldken, kterou jsme v holdingu studovali, zejména potom
mikrovlakna vyrobena z hyaluronanu. Cilem je vyvinout mikrovldkna ve formé monofilu
s primérem vlakna v desitkach mikronti, ktera by byla textiln¢ zpracovatelna do podoby nité nebo
ptize, které by se vyuzilo pro vyrobu tkaniny, pleteniny nebo netkané textilie. Mikrovlakna jsou
urc¢ena jednak pro pfipravky na hojeni externich, ale zejména internich ran, jako nosice pro fizené
uvoliiovani 1€k, separacni a antiadhezivni materidly, sitky potfebné pii rtiznych chirurgickych
zékrocich, vyplné nezadoucich dutin, pomiicky pfi anastomézach apod.

Mikrovlakna jsou vyvijena jednak znativniho, jednak zchemicky modifikovaného
hyaluronanu. To jim zabezpecCuje celou fadu unikétnich vlastnosti, jako je tfeba regulovana
rozpustnost ve vodném prostiedi, rychlost degradace tkanovymi enzymy, v pfipadé silné
hydrofobnich derivati hyaluronanu az nesmacivost apod. Jejich nespornou vyhodou je, Ze podle
zpusobu zpracovani je mozné vytvafet znich ploSné 1 prostorové struktury s riiznymi
mechanickymi vlastnostmi (pruznd pletenina, pevna tkanina), které navic mohou byt rizné
strukturované z pohledu obsahu aktivnich latek i mechanickych vlastnosti. Navic vzhledem
k tomu, Ze se nejedna o modifikaci hyaluronanu na karboxylové kyseliné, mohou byt pfipravovana
vlakna nesouci rizné kovové i nekovové kationty.

V soucasné dob¢ je ukoncen vyvoj vyroby vlaken z nativniho hyaluronanu, kterd maji vlastnosti
podobné celulosovym vlaknim, tj. pevnost vrozmezi 1,6 az 2,8 cN.dtex'. Taznost vlaken je
mensi nez 10 %. Diky tomu, Ze vldkno je pfipraveno z ¢istého nativniho hyaluronanu pomérné
rychle, v fadu jednotek hodin, podléha v tkdnich degradaci. Textilie vyrobena z takového vldkna
muze slouzit jako nosi¢ 1€ka, antiadhezivni material apod. Vyvinuty monofil méa primeér
v desitkach az stovkach mikront, a co je podstatné, monofil je textilné zpracovatelny do podoby
nité nebo pfize, které jsou pouzitelné pro vyrobu tkaniny, pleteniny nebo netkané textilie.
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Obrazek €. 2. Elektronopticky snimek mikrovldkna z hyaluronanu a ukazka palickovaného
vzoru z tohoto vldkna

Mikrovldkna jsou urCena pro piipravky na hojeni internich ran, jako nosiCe pro fizené
uvoliovani 1€k, separacni a antiadhezivni materialy, sitky potfebné pfi riznych chirurgickych
zakrocich, vyplné nezadoucich dutin, pomiicky pifi anastomo6zach apod. Biodegradabilita vlaken
a tim padem 1 textilnich vyrobkti vyrobenych z nich zavisi na charakteru pouzitého hyaluronanu,
vlakna z nativniho hyaluronanu zmizi z organismu v fddu hodin, z hydrofobniho hyaluronanu nebo
sitovaného hyaluronanu v fadu dni az mésici.
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6 ZAVER

Predlozena habilitacni prace prezentuje vybrané vysledky vyzkumu a vyvoje, ktery probéhl
v poslednich sedmi letech v oblasti hyaluronanu a jeho aplikaci do tkanového inzenyrstvi ve
vyzkumném a vyvojovém oddéleni holdingu Contipro Group.

Vysledky lze hodnotit z riznych pohledt. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o podnikovy vyzkum,
nestaci hodnotit vysledky pouze z pohledu pifinosu ke stavu poznéni, nybrz také z pohledu piinosu
pro podnik, jak navysuji intelektudlni bohatstvi podniku a dale také jak jsou vysledky ptipraveny
k realizaci v praxi, co se z nich podafilo zrealizovat nebo co se v nejblizsi dobé€ realizovat bude.

6.1 HODNOCENI PRINOSU KE STAVU POZNANI

Za vyznamny lze hodnotit piinos k poznani vedlejSich degradacnich produkti po kyselé
hydrolyze hyaluronanu. Tato problematika nebyla dosud ve védecké literatufe feSena. Podafilo se
vypracovat metodu separace péti sloucenin, které reprezentuji hlavni podil vedlejSich degradacnich
produktti, a urcit jejich strukturu. U vSech znich se rovnéz podafilo stanovit cytotoxicitu.
Vypracovana metoda sledovani degradacnich produkti bude aplikovana na zkoumani
degradacnich produkti, které vznikaji pii degradaci ultrazvukem.

Stépeni ultrazvukem piedstavuje zajimavou metodu degradace biopolymerti dosud mélo
pramyslové vyuzivanou, zejména pro hyaluronan. I kdyz pii pouziti ultrazvuku se nardzi na urcité
limity v molekulové hmotnosti, piesto tento postup slibuje zajimavé vysledky primyslové
vyuzitelné.

Ponékud mensi vyznam zpohledu pozndni maji poznatky ziskané pii zkoumaéni Stépeni
hyaluronanu pomoci mikrovinného zafeni. Na zdkladé¢ provedenych experimenti vsSak byl
vypracovan primyslovy postup degradace hyaluronanu vedouci az k velmi malym fragmentiim,
vys$$im oligosacharidiim, s molekulovou hmotnosti 5 kg/mol a vyssi.

Pti zkoumani procesu degradace hyaluronanu se ndm podafilo nashromazdit ohromné mnozstvi
dat ziskanych pifi métfeni vnitini viskozity hyaluronanu s riznou molekulovou hmotnosti. To ndm
umoznilo dokazat, ze vyneseni zavislosti vnitini viskozity na molekulové hmotnosti
v logaritmickych skéalach vede k tvorbé kiivky a nikoli pfimky. Zakfivena vyneseni jsou typicka
pro vétvené polymery. Proto jsme se snazili rozpracovat myslenku, ze hyaluronan je vétveny
biopolymer. Dosud bylo na hyaluronan nazirano striktné jako na linearni biopolymer, ktery jiz
z principu své tvorby nemuze byt vétven. Je velmi ldkavé objasnit, co vlastné zplisobuje zakiiveni
pfi logaritmickém vyneseni vnitini viskozity hyaluronanu proti molové hmotnosti. V soucasné
dobé se rozbiha projekt, ve kterém zkouméame konformery hyaluronanu na strané€ jedné a hledame
rozvétveni v hyaluronanu na strané druhé.

V ptipadé¢ zkoumani chemické modifikace biopolymert, tj. pfipojeni ligandu na molekulu
biopolymeru, nelze ocekavat vytvoreni zasadné¢ nového poznani. Chemie funkénich skupin,
zejména pokud se jedna o primarni nebo sekundarni hydroxylové skupiny a karboxylovou
skupinu, je hodné prozkoumana a jen ve zcela vyjimecnych pfipadech lze ocekavat objeveni
novych reakci. Proto hlavni pfinos badani v oblasti modifikace biopolymert se déje v aplikaci jiz
znamych reakci na dany biopolymer za podminek, které jsou pro n¢j vhodné.

Zkoumani sitovacich reakci poskytuje vice moznosti pro vytvoreni zasadné¢ nového poznani,
objeveni dosud nepouzivané reakce. I kdyz pravdépodobnost vytvoieni nového poznani je v tomto
piipad¢ vétsi, nadale ziastava hlavni pfinos zkoumdni sitovacich reakci v aplikaci jiz znamych
reakci na biopolymer a podminky, za kterych se musi sitovaci reakce uskute¢nit. Jedna se zejména
o sitovaci reakce provadéné in situ ve tkanich, reakce v pfitomnosti bun¢k apod.

V ptipad¢ reakei, které byly popsany v této habilita¢ni praci, jsme dosahli nejvétsiho vkladu ke
stavu poznani pii studiu esterifikaci hydroxylovych skupin hyaluronanu smésnymi anhydridy a pfi
studiu specifické oxidace primarni hydroxylové skupiny na aldehyd a jeho nasledné reduktivni
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aminaci, pii které vznika sekundarni amin. Ob¢ reakce jsou pro hyaluronan ptivodni, ob¢é umoziuji
zavedeni celé palety substituentl a ob¢ jsou proveditelné za podminek, které jsou pro hyaluronan
a veétsinu ligandt, které prichdzeji v uvahu, vhodné. Porovname-li biologickou odolnost vazeb,
vidime, Ze zatimco esterovd vazba je biologicky labilni, sekundarni amin naopak piedstavuje
biologicky velmi stalou slouc¢eninu. To znamend, Ze do stejného mista na molekule hyaluronanu
lze vazat stejné ligandy jak biologicky méné, tak vyrazné pevnéji. V obou ptipadech zlstava volna
karboxylova skupina hyaluronanu, to znamena, Ze biologicka aktivita hyaluronanu je Iépe
zachovana nez u jeho derivati s modifikovanym karboxylem. Navic pouziti smésnych anhydrida
dovoluje ptipravit ligandy pro vazbu na hyaluronan pomérné jednoduchou a snadno proveditelnou
reakci ze vSech organickych kyselin, které z principu mohou smésny anhydrid vytvofit. To
vyznamné roz$ifuje paletu latek, které 1ze touto reakci na hyaluronan pfipojit v porovnani s dosud
nejcastéji pouzivanym derivatem organickych kyselin, jako je symetricky anhydrid nebo chlorid
kyseliny.

Pouziti alkyl halogenidi nebo alkyl dihalogenidl jako esterifikac¢nich ¢inidel podobné jako
zpisob pfipravy substituovanych amidi hyaluronanu prostfednictvim reakce karboxylu
hyaluronanu s ethylchlorformidtem jsou pro hyaluronan nové popsané reakce. I v tomto ptipadée se
jednd o reakce, kterymi lze navézat prakticky stejné ligandy na stejné misto v hyaluronanu
vazbami, které se diametralné 1i$i svou biologickou stabilitou. Na rozdil od vyse uvedenych typi
reakci tyto zapojuji do tvorby derivati karboxyl hyaluronanu a tim mohou podstatné ménit jeho
biologickou aktivitu.

Zcela originalni reakci je zpusob velmi stalého radioaktivniho znaceni hyaluronanu tritiem.
V této reakci se vychazi z aldehydu vytvotfeného specifickou oxidaci priméarni hydroxylové
skupiny N-acetylglukosaminu. Ten je tritiovanym borohydridem redukovan zpét na primarni
alkohol. To znamen4, Zze zna¢eny hyaluronan neni chemicky pozménén. Tritium je vazano piimo
na uhlik v poloze 6, znaCeni je specifické, velmi stabilni, tritium neni vymeénitelné ve vodném
prostiedi za vodik, jak by tomu bylo v pfipadé tritia vdzaného na kyslik hydroxylu nebo dusik
aminoskupiny.

Pouziti DTPA jako sitovaciho agens, bylo popsano poprvé nami a lze ho tak povazovat za
skute¢ny ptinos k poznani.

Vzhledem k po¢tu publikaci popisujicich pfipravu nanovldken z hyaluronanu je kazdy
piispévek v zdsadé mozné povazovat za podstatny piinos ke stavu poznani, protoze zadna z téchto
praci neni dopliiovanim nebo rozvijenim jiz popsané¢ho. Byl vypracovan postup, ktery vede
k tvorbé nanovlaken z hyaluronanu za podstatné piijatelnéjSich podminek, nez které byly dosud
popisovany v literatuie

Tvorba smésnych vldken zejména s polyvinylalkoholem je vyznamnym piinosem ke stavu
poznani. Zcela origindlni je popis podminek pro tvorbu nanovlédken z dal§ich dvou biologicky
vyznamnych polysacharidii, a to schizophyllanu a glukomannanu. Zejména tvorba vlaken
z glukomannanu je i z teoretického hlediska pomérné zajimava, protoze glukomannan ma dosti
nizkou molekulovou hmotnost, ktera naptiklad v ptipadé¢ hyaluronanu k tvorbé nanovlaken
nestaci.

Mezi vyznamné prispevky ke stavu poznani Ize fadit i teoreticky ¢lanek rozebirajici podstatu sil
ovlivityjicich zptisob uspofadani nanovldken na kolektoru. Z n¢ho se vyslo pii konstrukci novych
a originalnich typa kolektort, které umoziuji paralelni uspofadani, resp. fizené usporadani
nanovlaken obecné.

Stejné vyrazny je i na§ piinos ke stavu poznani v oblasti mikrovlaken piipravovanych
z hyaluronanu. V piipad¢ nativniho hyaluronanu nebyla dosud popséna pfiprava textilné
pouzitelnych mikrovléken, ptfi€emz tato se zdaji byt velmi slibna pro ptipravu riznych tkanych ¢i
netkanych textilii a pletenin velmi dobfe vyuzitelnych jak v prostfedcich na hojeni ran, tak
v ptipravcich pro tkdnové inzenyrstvi nebo jako nosice 1€kt ¢i jinych biologicky aktivnich
sloucenin, napft. v kosmetice.
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Vyznamny je i piinos k poznani formovani mikrovlaken z hydrofobizovaného hyaluronanu
¢i hyaluronanu oxidovaného na aldehyd v poloze 6 glukosaminu a sitovan¢ho dihydrazidem
kyseliny adipové.

6.2 NAVYSENI INTELEKTUALNIHO BOHATSTVI PODNIKU

Intelektualni bohatstvi podniku je nejlépe poméiovat jedinecnosti pouzivanych surovin
¢i postupti nebo jedineCnosti jeho vystupti ¢i jejich aplikaci. Podnik proto, aby mohl
bezproblémové fungovat, potiebuje mit své nastroje, vstupy 1 vystupy chranény patenty, a pokud
to z n¢jakych diivodl nelze udé€lat, musi byt schopen takové nastroje spolehlive utajit.

Nase postupy pouzivané k pripravé fragmentii hyaluronanu jsou pro pfipravu fragmentd
hyaluronanu s molekulovou hmotnosti vyssi nez 6 kg/mol patentové chranéné. Pro pfipravu
oligosacharidi jsme vytvofili postup, ktery neni patentové chranén pro nevymozitelnost ochrany,
je pouze utajovan. To znamend, Ze v oblasti vyroby fragmenti hyaluronanu mame svoje know-
how, své nastroje, které nam dovoli vyrabét tyto produkty bez toho, Zze bychom byli ohrozovani
konkurenci z pohledu piekra¢ovani cizi patentové ochrany.

Pro ptipravu derivati hyaluronanu jsme vytvorili ¢tyfi originalni nastroje, které nam umozni
pripojit jeden a tentyz ligand na dvé odlisSna mista v molekule hyaluronanu dvéma typy vazeb
z pohledu biologické stability. Témito nastroji lze pfipojit na hyaluronan téméf libovolny ligand,
ktery muaze slouzit jak ke zméné fyzikédlnich vlastnosti jednotlivych molekul, tak k tvorbé
ttirozmérnych struktur nebo k pfipojeni biologicky aktivni nizkomolekuldrni latky, peptidu ¢i
bilkoviny. VSechny tyto postupy jsou patentovany. Dalsi patenty, napt. patent chranici znaceni
hyaluronanu tritiem pii vyuziti aldehydu v poloze 6 glukosaminu nebo patent popisujici pfipravu
thiolového derivatu hyaluronanu, jsou v pfiprave.

Ze sitovacich reakci pouze jednu je mozné pocitat do intelektudlniho bohatstvi firmy. Je to
reakce vyuzivajici DTPA k sitovani hyaluronanu. Ostatni pouzivané reakce bud’ nelze patentovat,
nebo k patentové ochrané teprve spéji.

V ptipad¢é nanovlaken z hyaluronanu patfi k firemnimu intelektudlnimu bohatstvi jak patenty
chranici postupy piipravy nanovldken jako takovych, tak zafizeni, které je schopné pfipravit
orientovana nanovlakna. Zejména potom patent, ktery chrani konstrukci zatizeni pro pfipravu
orientovanych nanovldken a dalsi tfi, které se pro stroj na vyrobu nanovlaken pfipravuji, vytvareji
dostate¢nou ochranu pred konkurenci v téchto oblastech.

Mikrovldkna z hyaluronanu jsou v soucasné dobé doménou nas$i firmy. Patent, ktery chrani
pfipravu mikrovldken znativniho hyaluronanu, je pouze prvnim zftady. Nekolik dalSich se
ptipravuje (dal$i jsou napt. piiprava a uziti staplovych vlaken z nativniho hyaluronanu a dalSich
polysacharidii, pfiprava vldken =z hydrofobizovanych hyaluronanu). VSechny tyto patenty
bezesporu patii do intelektudlniho bohatstvi firmy a budou dostate¢nou ochranou nové se
rozvijejiciho odvétvi aplikaci hyaluronanu.

Miuizeme shrnout, ze celkem bylo za poslednich pét let v oblasti vyzkumu a vyvoje fragmenttii
hyaluronanu, jeho chemickych modifikaci a tvorby nano a mikrovlaken a zafizeni slouZzicich
k jejich vyrobé podano deset prihlasek vynalezi, z nichz nékteré jiz byly uznany za patent, jiné
jsou v procesu uznavani.

6.3 VYUZIVANI INTELEKTUALNIHO BOHATSTVI FIRMY

Kazdé bohatstvi, pokud neni vyuzivano, je pouze zbyte¢nym shromazdistém promarnénych
Sanci. Stejné tak tomu je i v pfipad¢ intelektudlniho bohatstvi firmy. Neni-li vyuzivano, je pouze
zbyte¢né vynaloZzenym ndkladem. V nasledujici tabulce je piehled vyrobki, které se podaftilo
zrealizovat nebo které do konce roku 2012 realizovany budou.
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Oblast Komer¢ni Struc¢ny popis produktu | Uvedeno na trh,
vyzkumu a | nazev produktu pripravuje se
vyvoje
Fragmenty OligoHyaFerre | Smés fragmenti Uveden na trh v roce
hyaluronanu, surovina pro | 2009
kosmetiku
Verela Hyaluronan s velmi nizkou | Pfipravuje se pro rok
molekulovou hmotnosti 2012
pro farmacii
Oligosacharidy | Chromatograficky Cisté Uvedeny na trh v roce
hyaluronanu oligosacharidy 2010
hyaluronanu HA4 az HAS,
laboratorni chemikalie
Chemické Tenneliderm Hyaluronan Uveden na trh v roce
derivaty hydrofobizovany zbytkem | 2009
hyaluronanu hexanov¢ kyseliny,
surovina pro kosmetiku
neni stanoven Hyaluronan Cast bude uvedena do
hydrofobizovany zbytky konce roku 2011, ¢ast
vysSich mastnych kyselin, | se pfipravuje pro rok
surovina pro piipravu 2012
vlédken a nosici
Nano a neni stanoven Mikrovlékna na bazi Ptipravuje se pro rok
mikrovlakna nativniho hyaluronanu a 2012

hydrofobizovaného
hyaluronanu, surovina pro
ptipravu textilii

z nativniho hyaluronanu

neni stanoven

Laboratorni zatizeni pro
tvorbu nanovlaken se
Ctyfmi kolektory a ¢tyfmi
emitory

Ptipravuje se pro rok
2012
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ABSTRACT

This habilitation thesis summarizes the results of research and development from 2005 to 2011
in selected areas of tissue engineering. The results obtained are summed up in seven journal
publications with an average impact factor of 2.206, a manuscript, and 10 patent applications
or patents already granted. The results presented explore and demonstrate the application
of hyaluronan and its derivatives in tissue engineering over three different stages. The first is
the preparation of fragments of hyaluronan as a suitable starting material for tissue engineering.
The second stage is the chemical modification of those fragments. In the third stage, the use
of native and chemically modified hyaluronan in the preparation of microfibres and nanofibres
is demonstrated.

Hyaluronan with a molecular weight that is too heavy is not suitable for chemical modification
as the solutions exhibit a high viscosity and it is difficult to control the uniformity of modification
along the polymer chain. Therefore, we studied processes for the preparation of hyaluronan
fragments by industrially usable methods; we also separated and analysed the most important
degradation products emerging after the acid hydrolysis of hyaluronan. We discovered that
degradation in the solid phase can be used, in view of the formation of secondary degradation
products, for the preparation of fragments with a molecular weight of greater than 450 kg/mol.
Degradation does not take place hydrolytically; rather, B-elimination occurs, and a double bond
appears between carbon atoms 4 and 5 of the pyranose ring in glucuronic acid, which is on the
non-reducing end of the fragment. In the case of both acid and alkaline hydrolysis of hyaluronan,
we concentrated on finding conditions suitable for the formation of fragments of the required
molecular weight. A procedure was developed for hyaluronan degradation in an acidic
environment (pH 3.0), leading to very small fragments with a molecular weight of up to 5 kg/mol.
The solution may be heated with microwave radiation, which, compared to conventional heating,
accelerates degradation. Ultrasonic hyaluronan degradation provides different results and probably
takes place by means of a somewhat different mechanism than acid hydrolysis. Ultrasonic
fragmentation without the presence of oxidizing agents takes place only up to a certain molecular
weight limit (approximately 100 kg/mol). In the presence of an oxidizing agent (hypochlorite),
hyaluronan fragmentation is accelerated and the limit value of the molecular weight obtained from
degradation is reduced. We investigated the secondary degradation products resulting from the
acid hydrolysis of hyaluronan. Five main factions of secondary degradation products were found,
the structure of which was determined. The results showed that, after prolonged exposure of
hyaluronan to an acidic environment by boiling, approximately 0.7% of high-molecular
hyaluronan is degraded into furan derivatives and 0.2% into cyclopentanone derivatives. Most
degradation products inhibit the growth of keratinocytes and fibroblasts, but can be removed by
ultrafiltration via a 2 kDa cut-off membrane. We also found that, compared to the molecular
weight logarithm, the intrinsic viscosity logarithm follows not linear, but curved, plotting, which is
typical of branched polymers. Hyaluronan is synthesized as a linear non-branched polymer; this
discrepancy has thus far been interpreted in literature as a consequence of the existence of different
conformers in its solutions. In our opinion, it is possible that hyaluronan is branched during the
fermentation or purification process by random reactions.

The chemical modification of hyaluronan facilitates the binding of various ligands
to hyaluronan and, in the event that ligands can be merged with each other by subsequent chemical
reaction, the preparation of three-dimensional structures, i.e. hydrogels. Our research in this area
was guided by a desire for originality in the procedure and by efforts to develop procedures that
would bond ligands to hyaluronan by bonds variously resistant to tissue enzymes. Biologically, the
ester bond is the most labile; the carbamate bond is more stable. A derivative where the ligand is
bound by an ether bond or, alternatively, in the form of a secondary amine or a substituted amide
of the carboxyl group is virtually non-degradable. Original reactions providing all of the above

27



types of bonds were developed. An ester bond combined with a mixed anhydride was used to
attach acyl chains of varying length to hyaluronan, thus facilitating the preparation of hyaluronan
able to create micelle-like structures and bind through hydrophobic interactions water-insoluble
substances. We also used an ester bond to attach DTPA (diethylene triamine pentaacetic acid) to
hyaluronan; this substance, in the form of salt with gadolinium, is used for MRI imaging and for
neutron capture therapy. We also found that DTPA can very effectively form cross-links between
chains of hyaluronan. Esters were also prepared by means of an original procedure using agents of
the general formula R - X or X - R - X, where R may be an aliphatic, cycloaliphatic, olefinic,
arylaliphatic or heterocyclic variously substituted residue and X a halide from the group of
chlorine, bromine and iodine. Where a monohalogen derivative reaction (R - X) occurs, only esters
are formed. If dihalogen derivatives (X - R - X) are used, cross-links between chains of hyaluronan
are formed. A very stable hyaluronan derivative is substituted amides prepared using a hyaluronan
carboxyl group in an original procedure where, by a reaction between ethyl chloroformate and
hyaluronan carboxyl, a "mixed hyaluronan anhydride" is prepared that, by reacting with primary
amines, forms a substituted amide . The original procedure we developed for the formation of
secondary amines entails the oxidation of a primary hydroxyl group of N-acetylglucosamine into
aldehyde, which can react with a variety of functional groups, and, in the case of tissue
engineering, with a primary amino group. The reaction results in imine, a volatile compound that
can be converted to a stable secondary amine via reduction. Interesting ligands linked by this bond
to hyaluronan include derivatives of tyramine or 5-hydroxyindole, which can be enzymatically
oxidized to form three-dimensional hydrogels in situ. Aldehyde can be used to attach to
hyaluronan both reactants, as used in "click chemistry", i.e. to create both a propargyl and azide
derivative of hyaluronan, through which a cross-link can easily be formed between hyaluronan
chains bearing individual reaction partners. Another derivative, prepared by reductive amination
from aldehyde, is a hyaluronan derivative bearing cysteamine. These hyaluronan derivatives are
relatively easy to combine in an oxidizing atmosphere (air) to form disulphide bonds. This can be
used for the oxidative reversible cross-linking of thiol hyaluronan derivatives. Aldehyde can be
reduced by tritiated borohydride back to primary alcohol; tritium is bound is directly bound on the
carbon in position 6. This leads to the — very stable — specific marking of glucosamine in
hyaluronan.

We developed an original method for the preparation of nanofibres from both native hyaluronan
and a mixture of hyaluronan with polyvinyl alcohol or polyethylene oxide, and nanofibres from
schizophyllan and glucomannan. Fibrillation took place using solutions of biopolymers or their
mixtures with another biopolymer at neutral or slightly acidic pH, where the solvent is a mixture
of water and a suitable alcohol, and where appropriate a smaller addition of pharmacologically
acceptable surfactant. This solvent system does not result in the removal of fibres because the fibre
deposited on the collector is no longer wet. Generally, in the classical electrospinning
arrangement, nanofibres are formed which are chaotically arranged on the collector. As a result,
something like a non-woven fabric is formed on the collector. This structure is quite unsuitable for
use in tissue engineering. Randomly arranged fibres could be suitable if they grow on the surface
of nanofabrics. What is more, randomly arranged fibres do not provide nanofabrics with adequate
mechanical strength. Parallel-arranged nanofibres resolve the problems of nanofabric mechanical
strength, and can also become a conductor for cell growth, in which respect the cells should be
oriented directionally, with an extracellular matrix for controlled depositing. In our laboratories,
a theory has been developed which formed the basis for the design of new types of collectors
facilitating the preparation of parallel-oriented nanofibres and their further processing. The use of
nanofibres, whether or not parallel-arranged, will have limits, and in some areas of tissue
engineering these nanofibres will be reserved for certain special applications. A second fibre
category which we addressed intensively comprised microfibres prepared from native and
chemically modified hyaluronan. The monofilament developed had a diameter of tens to hundreds
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of microns, and, importantly, the monofilament was workable as a fabric into the form of a thread
or yarn usable in the manufacture of fabric, knitted material or non-woven textiles. Microfibres are
intended for internal wound healing products, as carriers for controlled drug release, separating
and anti-adhesive materials, nets needed for various surgery, the filling of unwanted cavities, aids
in anastomoses, etc. In the case of fibres from native hyaluronan, the strength ranges from 1.6 to
2.8 cN.dtex™! with ductibility of more than 10%. The biodegradability of fibres and thus of textile
products made from them depends on the nature of the hyaluronan used; fibres made from native
hyaluronan disappear from the body within hours, while fibres made from hydrophobic
hyaluronan or cross-linked hyaluronan take days or months to disappear.
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