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1. UVOD

Ovaj rad govori o svestranosti, prilagodljivosti i opéenitoj vaznosti hijaluronske kiseline u
modernoj medicini. Hijaluronska kiselina je polisaharid s jedinstvenim svojstvima zbog kojih nalazi
razliCite primjene u raznim granama medicine. Pronalazimo je kao vazan dio tijela u svim
kraljeZznjacima gdje ima vaznu ulogu u tekucim vezivnim tkivima, hidrataciji i transportu te je
nalazimo joS u nekim bakterijama.

Kao prirodan sastojak tijela ima svojstvo neimunogenosti odnosno ne izaziva imunolosku
reakciju u tijelu i biokompatibilnosti tj. sposobnosti da u dodiru sa zivim tkivom ne izaziva
ostecenje tkiva ili alergijsku reakciju tkiva.

Hijaluronska kiselina koja se danas koristi dobiva se veéinom iz mikroorganizama koji je
proizvode kao nusproizvod zbog vece isplativosti i manjeg rizika od alergijskih reakcija koje su
moguce kod ekstrakata iz Zivotinjskih izvora.

U ovom radu obradeno je nekoliko nacina proizvodnje hijaluronske kiseline te nekoliko

primjera gdje se hijaluronska kiselina naj¢esée koristi.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. HIJALURONSKA KISELINA

Hijaluronska kiselina je ugljikohidrat, tocnije mukopolisaharid, koji se prirodno javlja u
svim Zivim organizmima. Hijaluronska kiselina je dugacki, ne razgranati polisaharid koji se sastoji
od ponavljajuéih disaharida D-glukuronske kiseline i N-acetil-D glukozamina s molekulskom
tezinom koja doseze do 2x107 Da. Hijaluronska kiselina je kemijski spoj koji se moze naci samo
u Zivotinjama. Kemijska formula hijaluronske kiseline je (C 14 H 21 NO 11 ) n (slika 1). U svojoj

strukturi (duzini) moze sadrzavati nekoliko tisu¢a Secera (Abatangelo i sur., 2020).

Slika 1. Kemijska struktura hijaluronske kiseline (Anonymus 1, 2021)

Hijaluronsku kiselinu prvi puta su izolirali Karl Meyer i John Palmer 1934. godine iz
staklovine govedeg oka, ali strukturu je opisao Laurent tek 1970. Balazs je 1986. predlozio naziv
"hijaluron" kao alternativu "hijaluronskoj kiselini", jer karboksilne skupine pri fizioloSkom pH
disociraju i tako priviace katione (Necas i sur., 2008).

Kad nije vezana za druge molekule, veze se za vodu dajudi joj Cvrstu viskoznu strukturu
slicnu Zeleu. Zbog karboksilnih skupina, hijaluronska kiselina je negativno nabijena, visoko
hidrofilna i pri velikim molekulskim tezinama tvori viskoznu mrezu. Prisutna je u mnogim sojevima

bakterija i kod svih kraljeznjaka (narocito je prisutna u embrionalnim tkivima i u ekstracelularnom



matriksu mekih vezivnih tkiva medutim najve¢e koncentracije postize u staklovini oka i u

pupkovini) (Abatangelo i sur., 2020).

2.1.1. Bioloske funkcije hijaluronske kiseline

Bioloske funkcije hijaluronske kiseline ukljuuju odrzavanje elasto-viskoznosti tekuéih
vezivnih tkiva kao Sto su sinovijalna i staklasta tekucina zglobova, kontrolu hidratacije tkiva i
transporta vode, supramolekularni sklop proteoglikana u izvanstani¢noj matrici i brojne uloge
posredovane receptorima u odvajanju stanica kao Sto su mitoza, migracija, razvoj tumora i
metastaza te upala (Necas i sur.,2008).

Zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava hijaluronska kiselina hidratizira ekstracelularni
matriks i regulira homeostazu i otpornost tkiva na sile kompresije. Njezina je funkcija u tijelu,
izmedu ostalog, vezanje vode i podmazivanje pokretnih dijelova tijela, poput zglobova i misica.
Stovige, stvara pericelularni omotac oko vedine stanica gdje funkcionira kao signalna molekula
koja djeluje u interakciji sa svojim vezuc¢im proteinima i regulira stani¢nu adheziju, migraciju i
proliferaciju. Nalazi se prvenstveno u izvanstanicnom matriksu i pericelularnom matriksu, ali se
takoder pokazalo da se javlja i unutar stanice. Unutarstanicne funkcije joS nisu u potpunosti
okarakterizirane, ali pretpostavlja se da ima ulogu u kontroli proliferacije i upale stanica
(Abatangelo i sur., 2020).

Jedinstvena viskoelasticna priroda hijalurona zajedno s biokompatibilnoséu i
neimunogenoScu dovela je do njegove primjene u brojnim klinickim primjenama, ukljucujuci
nadoknadivanje zglobne tekuéine kod artritisa, kao kirurSko pomagalo u kirurgiji oka te za

olaksavanje zacjeljivanja i regeneracije kirurskih rana (Necas i sur.,2008).

2.1.2. Kemijska struktura

Molekule hijaluronske kiseline su anionski linearni heteropolisaharidi izgradeni od redovito
izmjenicnih ostataka D-glukuronske kiseline i N-acetil-D-glukozamina. U molekuli hijaluronske
kiseline, glukozamin vezan je za glukuronsku kiselinu B-(1—4)- glikozidnom vezom, a glukuronska
kiselina s glukozaminom B-(1—3)-glikozidnom vezom (Kogan i sur.,2007).

Hijaluronska kiselina moze postojati na stani¢noj povrsini u nevjerojatno velikom broju

konformacijskih stanja poput izduZenih lanaca, opustenih zavojnica i normalnih zavojnica.



Karboksilne, hidroksilne i acetamidne skupine daju hidrofilna svojstva molekuli hijalurona. Za
molekulu hijalurona karakteristicno je stvaranje niza vodikovih veza koje stabiliziraju
makromolekulu u vodenim otopinama. Vodikove veze stvaraju se izmedu kisika karboksilne
skupine i vodika acetilaminske skupine izravno ili kroz molekulu vode. Ostale vodikove veze
nastaju izmedu vodika hidroksilne skupine koji lezi u ekvatorijalnoj ravnini i atoma kisika
glikozidne veze, a stvorena struktura je vrlo stabilna i u vodenoj otopini i u slobodnom stanju
(Selyanin i sur., 2015).

2.1.3. Sinteza

Stani¢na sinteza hijaluronske kiseline jedinstven je i visoko kontroliran proces. Za razliku
od ostalih glikozaminoglikana koji se sintetiziraju unutar stanice u Golgijevom aparatu, a zatim
izluCuju izvana egzocitozom, hijaluron sintetiziraju transmembranski enzimi nazvani hijaluron
sintaze, od kojih kraljeznjaci imaju tri vrste: HAS1, HAS2 i HAS3 (Lee i Spicer, 2000).

Hyaluronic acid

Sintaza hijaluronske kiseline
(HAS2)

EKSTRACELULARNI \_,

PROSTOR Plazma

membrane

CiITOsOL unr-gi UDP-D-glukuronska kiselina  U0r-@
UDP-N-acetilglukozamin uor-4f
N-acetilglukozamin &
D-glukuronska kiselina 2

Slika 2. Sinteza hijaluronske kiseline sintazom hijaluronske kiseline — HAS2
(Anonymus 2, 2021)



Enzimi hijaluron sintaze sintetiziraju velike, linearne polimere ponavljajuée disaharidne
strukture hijalurona naizmjeni¢nim dodavanjem glukuronske kiseline i N-acetilglukozamina u
rastudi lanac koristeéi njihove aktivirane nukleotidne Secere (UDP - glukuronska kiselina i UDP-N-
acetilglukozamin) kao supstrate. Hijaluronska kiselina se premjesta u izvanstanicni prostor dok se
istovremeno produljuje polimerni lanac (slika 2).

Tri enzima razliito se izrazavaju tijekom morfogeneze i stvaraju hijaluron s razlicitim
molekulskim tezinama. Smatra se da HAS3 proizvodi molekule s nizom molekulskom masom od
HAS1 i HAS2 koje su sposobne generirati hijaluron velike molekulske mase. Stovise, HAS1
pokazuje sporiju aktivhost od HAS2 i HAS3 (Necas i sur.,2008).

2.1.4. Degradacija

Zivot molekule hijalurona brz je proces, a njezino vrijeme poluraspada varira od 12 do 24
sata u koZi do nekoliko minuta u krvotoku. Hijaluronska kiselina prisutna u krvi katabolizira se u
limfnim ¢vorovima i jetri, dok se ona prisutna u tkivima razgraduje izvan stanice hijaluronidazom,
reaktivnim vrstama kisika, superoksidom, dusSikovim oksidom i peroksitnitritima koji nastaju
tijekom upaljenih ili ozlijedenih tkiva, a unutar stanice lizosomima (Fraser i Laurent, 1997).

U ljudi je identificirano Sest razli¢itih hijaluronidaza: Hyal-1, Hyal-2, Hyal-3, Hyal-4, PH-20
i Hyalp-1. Hyal-1 i Hyal-2. Najkarakteristi¢nije su hijaluronidaze, vrlo izrazene u somatskim tkivima
(Stern i Jedrzejas,2006).

Hijaluronidaze djeluju zajedno kako bi razgradili hijaluronske lance. Na povrsini stanice,
Hyal-2 veZe i internalizira hijaluron u vezikulama gdje se molekule cijepaju na fragmente od 20
kDa. Nakon toga, fragmenti se dalje probavljaju putem Hyal-1 u tetrasaharide. PH-20 prisutan je
u spermi i najaktivnija je hijaluronidaza sisavaca, a o aktivnosti Hyal-3, Hyal-4 i Hyalp1 se josS ne
zna puno (Abatangelo i sur., 2020).

Ravnoteza izmedu sinteze i razgradnje hijalurona ima klju¢nu ulogu u odredivanju, ne
samo kolicine molekule, vec¢ i molekularne tezine hijalurona i, shodno tome, njegovih svojstava.
Predlozeno je da hijaluron razli¢itih molekularnih veli¢ina moze pokazivati razliCita, a ponekad i
suprotna bioloska djelovanja (Tavianatou i sur., 2019).

Na primjer, hijaluronska kiselina visoke molekulske mase djeluje protuupalno i kontrolira
regrutiranje upalnih stanica, dok su molekule male molekulske mase proupalne i poticu

angiogenezu i preoblikovanje tkiva u procesu zacjeljivanja rana (Stern i sur., 2006).



2.2, EKSTRAKCIJA HIJALURONSKE KISELINE

Hijaluronska kiselina se moze ekstrahirati iz tkiva kraljeznjaka ili iz bakterija koje stvaraju
zastitnu kapsulu od polisaharida. Tradicionalno se ekstrahirao iz pijetlovih krijesta, a sada se
uglavnom proizvodi mikrobnom fermentacijom s nizim proizvodnim troSkovima i manjim

zagadenjem okolisa (Saranraj i Naidu, 2013) .

2.2.1. Proizvodnja hijaluronske kiseline iz Zivotinjskih izvora

Do nedavno je ekonomski najisplativiji nacin dobivanja hijaluronske kiseline bio njegovo
vadenje iz pileéih krijesti. Postupak ukljuuje naknadnu homogenizacije tkiva, ekstrakciju,
procisS¢avanije i pripremu konacnog komercijalnog hijalurona, koji moZze biti u obliku suhog praha,

otopine, granula ili u ljekovitim tvarima (Selyanin i sur.,2015).

2.2.1.1. Ekstrakcija hijalurona iz pilecih krijesta

Pijetlove krijeste sadrze do 7,5 mg hijalurona na 1 g tkiva koji je uglavnom lokaliziran u
sluzni¢nim vlaknima potkoznog sloja (Selyanin i sur., 2015). Prije ekstrakcije iz smrznutog tkiva,
krijeste moraju biti dobro oprane vodom, acetonom, 95% etanolom ili smjesom etanola i
kloroforma. Ovaj postupak je neophodan kako bi se izbjeglo enzimatsko i oksidativno uniStavanje
hijalurona. Tkivo treba usitniti u homogenizatoru, dezintegratoru ili kuglicnom mlinu kako bi se
omogucila maksimalna ekstrakcija. Za ekstrakciju se mogu koristiti razli¢ita otapala, ukljucujuci
destiliranu vodu pri razli¢itim temperaturama, otopine soli i vodeno-organske smjese.

Kod ekstrakcije vodom pri temperaturi tkiva od 80-100°C moguce je izdvajanje do 93%
hijaluroske kiseline te istovremeno dolazi do inaktivacije hijaluronidaze enzima koji uzrokuje
degradaciju hijalurona. Medutim pri visokim temperaturama hijaluronska kiselina prolazi
djelomi¢nu depolimerizaciju bez obzira na enzimatsku hidrolizu. Stoga je potrebno pronaci
optimalnu temperaturu kako bi se osigurala inaktivacija enzima hijaluronidaze visokom
temperaturom i izbjeglo (ili barem minimiziralo) unistavanje polimera.

Nakon ekstrakcije, hijaluronan mora proci procis¢avanje. Ekstrakt iz Zivotinjskog tkiva
obi¢no sadrzi mnoge necistoe poput proteina, peptida, lipida, nukleinskih kiselina,
mukopolisaharida i preteCa niske molekulske mase. Proteini se uklanjaju ekstrakcijom vodom i

6



kloroformom ili smjesom kloroform izoamil alkohola. Medutim, hijaluron Zivotinjskog podrijetla
sadrzi i kovalentno vezane peptide i proteine. Kako bi ih se uklonilo, moraju se upotrijebiti
proteolitickih enzimi poput pepsina, tripsina, papaina ili pronaze (Ignatova i Gurov, 1990).

Da bi se uklonili drugi mukopolisaharidi treba se izvrsiti frakcijsko talozenje s
cetilpiridinijevim kloridom, nakon ¢ega se kompleks otapa u natrijevom kloridu. Polisaharidi se
mogu ukloniti ionskom kromatografijom ili gel filtracijom na koloni agaroze ili Sephadexa. Za
prociS¢avanje hijaluronske kiseline mogu se koristiti i druge metode, ukljucujuci ultrafiltraciju,
absorpciju aktivnim ugljenom, ionsku izmjenu, elektrodijalizu ili elektroforezu (Selyanin i sur.,
2015).

2.2.1.2. Ekstrakcije i procis¢avanja hijaluronske kiseline iz oka ribe

Staklovina iz oCne jabucice odredenih riba takoder sadrzi znatne koncentracije hijalurona.
Upotreba ovih tzv. "otpadnih tvari" riblje industrije kao izvora za ekstrakciju pomaZze i smanjenju
zagadenja okolia na obalnim podrudjima. Stovise supstrat bi izbjegao rizik od govede
spongiformne encefalopatije koja moZe biti prisutna kod ekstrakcije hijalurona govedeg podrijetla
(Murado i sur., 2012).

Nadalje, komercijalne cijene hijalurona dobivene iz Zivotinjskih izvora poput staklovine
mnogo su viSe od cijena dobivenih fermentacijom. U staklovini ribe sabljarke (Xiphias gladius)
koncentracija hijalurona je oko 0,055 g po kg staklovine dok je u staklovini morskih pasa ( Prionace
sp.) pet puta veca i iznosi oko 0,3 g po kg.

Proces ekstrakcije zapocinje podvrgavanjem smrznutih o¢nih jabucica uz dva ili tri serijska
reza. Fragmenti se odmrzavaju na mrezi paralelnih najlonskih niti Sto omogucuje propustanje
staklastog tijela i zadrZzava ostatak ocne jabucice. U idu¢em koraku staklovina je homogenizirana
i razbistrena centrifugiranjem. Nakon centrifugiranja dobivene su tri jasne faze: sediment
necisto¢a, mala frakcija lipida i veca frakcija viskozne staklovine. Iduéi korak u ekstrakciji je
ultrafiltracija i dijafiltracija nakon koje slijedi elektrodepozicija odnosno taloZzenje Cvrstog
materijala na elektrodu pomocu elektrolize. Retentati dobiveni elektrodepozicijom i ultrafiltracijom
zasoljavaju se s NaCl i polako taloZe s etanolom uz intenzivho mijeSanje kako bi se izbjeglo
stvaranje flokula. Supernatant dobiven talozenjem se odbacuje, a dobiveni sediment u kojem se
nalazi hijaluronska kiselina i proteini ponovno se otapaju intenzivnim mijeSanjem, dodajuci

koli¢inu vode koja je potrebna za dobivanje odgovarajuéeg odnosa vode i etanola za



kvantificiranje hijalurona i maksimiziranje neotopljene frakcije proteina. Dobivena suspenzija se
potom centrifugira te se dobiveni sediment koji sadrzi ne otopljene proteine odbacuje, a
supernatant sa hijaluronskom kiselinom se zadrzava (Murado i sur., 2012).

2.2.2. Proizvodnja hijaluronske kiseline iz mikrobioloskih izvora

U pile¢im krijestama hijaluronska kiselina je vezana s proteoglikanima Sto izolaciju visoke
CistoCe i visoke molekulske mase hijalurona Cini skupom (O'Regan i sur., 1994).

Stovise, upotreba biokemijskih sredstava Zivotinjskog podrijetla za humanu terapiju nailazi
na sve vece protivljenje zbog rizika od virusnih infekcija i drugih slucajnih uzrocnika. Stoga
mikrobna proizvodnja postupno zamjenjuje ekstrakciju kao preferirani izvor hijaluronske kiseline.

Hijaluron je uspjeSno proizveden u industrijskim razmjerima sa Streptococcus sp. kao
glavnom sirovinom. Ipak, proizvodnja hijalurona iz Streptococcus sp. suoCava se sa sve vecom
zabrinutoS¢u zbog Cinjenice da su streptokoki patogeni. U tom kontekstu, proizvodnja hijalurona
iz rekombinantnih izvora izaziva sve vedi interes, a Novozymes je proizveo hijaluronsku kiselinu s
rekombinantnom Bacillus subtilis u industrijskim razmjerima (Liu i sur., 2011).

Proizvodnja hijalurona iz bakterijskih kultura ukljucuje uklanjanje mikroorganizama,
uklanjanje tvari male molekulske mase ultrafiltracijom, taloZenje organskim otapalom i
prociS¢avanje konacnog proizvoda pomocu prethodno opisanih metoda za zivotinjska tkiva. Na
kraju se komercijalni proizvod pojavljuje u obliku bijelog praha, pahuljica ili 1% otopine (otopina
ima prosjecnu molekulsku masu od 1 000 000 Da i moze imati razliCitu raspodjelu molekulske

mase).

2.2.2.1. Proizvodnja hijalurona pomocu Streptococcus zooepidemicus

Najcescée koristeni soj u proizvodnii hijaluronske kiseline je Streptococcus zooepidemicus ,
koji moZze proizvesti 6-7 g L! hijalurona u odgovarajuc¢im uvjetima uzgoja. Medutim, proizvodnja
hijaluronske kiseline iz S. zooepidemicus suoCava se sa sljedeca tri izazova:

1.) Viskoznost bujona doseze ¢ak 400-500 mPas pri koncentraciji 4-5 g L hijalurona, sto

uzrokuje loSe mijeSanje i malu brzinu prijenosa mase kisika, pa je proizvodnja jako

ogranicena.



2.) Postoji snazna kompeticija izmedu sinteze hijaluronske kiseline i rasta stanica za
uobicajene prekursore kao Sto su UDP-N-acetilglukozamin i UDP-glukuronska kiselina.

3.) Mlije¢na kiselina glavni je nusproizvod fermentacije hijalurona, a nakupljanje mlijecne
kiseline rezultira snaznom inhibicijom rasta stanica i sinteze hijalurona (Ogrodowski i
sur., 2005).

Opsezne studije provedene su za poboljSanje proizvodnje hijaluronske kiseline sa S.
zooepidemicus. Se¢erna okosnica hijaluronske kiseline potjece od glukoze-6-fosfata i fruktoza-6-
fosfata. Put sinteze hijalurona moze se podijeliti u dva niza reakcija:

1.) U prvom nizu, glukoza-6-fosfat se a-fosfoglukomutazom pretvara u glukoza-1-fosfat.
UDP-glukoza pirofosforilaza dodaje UTP glukozi-1-fosfatu da bi se proizvela UDP-
glukoza. Konacno, oksidacijom primarnog alkohola u UDP glukozi UDP-glukoznom
dehidrogenazom dobiva se prvi spoj potreban za sintezu hijalurona, UDP-glukuronska
kiselina.

2.) U drugom nizu reakcija, glutamin-fruktoza-6-fosfat-amidotransferaza prenosi amido-
skupinu iz glutamina u fruktoza-6-fosfat dajuéi glukozamin-6-fosfat. Premjestanje
fosfatne skupine fosfoglukozamin mutazom stvara glukozamin-1-fosfat. Acetilirani
oblik ovog spoja proizveden je u sljedecem koraku fosfoglukozamin
acetiltransferazom. Konacno, N-acetilglukozamin-1-fosfat pirofosforilaza aktivira
meduprodukt dodavanjem UTP, cime se dobiva drugispoj potreban za sintezu

hijalurona, UDP-N-acetilglukozamin (Rangaswamy i Jain, 2007).

Za sintezu hijaluronske kiseline i rast stanica potrebni su spojevi kao Sto su glukoza-1-
fosfat, UDP-glukoza i UDP-N-acetilglukozamin. Stoga postoji konkurencija izmedu sinteze
hijalurona i stani¢nog rasta jer su im potrebni isti spojevi, a visoka specifina brzina rasta nije
povoljna za sintezu hijalurona. Uz to se moze vidjeti da se glikoliza i sinteza hijaluronske kiseline
nadmecu za izvor ugljika. Stoga je slabljenje glikolitickog procesa i smanjenje brzine stvaranja
biomase ucinkovito za povecanje koncentracije hijalurona. Streptokoki su nutritivno zahtjevne
bakterije i ne mogu sintetizirati neke aminokiseline. Dodavanje nekih aminokiselina poput arginina
i lizina u medij bilo je povoljno za rast stanica i proizvodnju hijalurona. Uvjeti kulture (pH,
temperatura, brzina mijeSanja, brzina prozracivanja, posmicni stres, otopljeni kisik i vrsta

bioreaktora) znacajno utjeCu na mikrobioloSku proizvodnju hijalurona. pH i temperatura za



proizvodnju hijalurona pomocu S. zooepidemicus obicno su iznosile 7,0, odnosno 37°C (Liu i sur,
2011).

Ekstrakcija nastalog hijalurona zapocinje tako da se jako viskozni fermentirani bujon koja
ima 5 g HA L ili viSe razrijedi se s jednakim volumenom vode i centrifugira tijekom 20 minuta na
4°C za uklanjanje stanica. Za prociS¢avanje smjese dobivene centrifugiranjem koristi se vise
metoda kao Sto je taloZzenje pomocu vise otapala, obrada kationskim detergentom, diafiltracija i
obrada anionskim izmjenjivackim smolama. Nedavno se pojavio i novi postupak procis¢avanja
hijalurona koji ukljucuje filtraciju silika gelom u kombinaciji s obradom s aktivnim ugljenom nakon
Cega slijedi diafiltracija. Koristi se jedan korak taloZenja otapalima koji drasticno smanjuje
upotrebu otapala za razliku od ostalih postupaka (Brown i sur., 1994; Han i sur., 2004).

Uklanjanje proteinskih necistoca za 96% postize se tretiranjem silikagelom i aktivnim
uglienom, a ne detergentima koji zahtijevaju viSestruko pranje nakon obrade (Rangaswamy i
Jain, 2007).

2.2.2.2. Proizvodnja hijalurona pomocu Bacillus subtilis

Bakterije iz razreda bacila ve¢ se dugo koriste za proizvodnju proizvoda u rasponu od
hidrolitickih enzima, poput proteaza i alfa-amilaze, do posebnih kemikalija, poput aminokiselina i
vitamina. Ti organizmi mogu luciti velike koli¢ine proizvoda, sto ukazuje na njihov visoko razvijeni
biosintetski kapacitet, i vrlo su ekonomicni za uzgoj u industrijskim fermentorima. Bacillus subtilis
ne sadrZi egzotoksine i endotoksine te ne proizvodi hijaluronidazu koja bi mogla razgraditi
hijaluronsku kiselinu. Konacno, B. subtilis jedan je od najkarakteristi¢nijih gram-pozitivnih
mikroorganizama, Ciji je genom sekvenciran, a postoji Siroki niz alata dostupnih za genetske
manipulacije (Widner i sur., 2005).

Dakle, ova bakterija nudi nekoliko prednosti kao mogudi proizvodac hijalurona. Poznato je
da samo nekoliko bakterijskih vrsta prirodno proizvodi hijaluronsku kiselinu, i to streptokoki
skupine A i C (gram pozitivni) i Pasteurella multocida (gram negativna). Enzim koji katalizira ovu
reakciju je hijaluron sintaza ili HAS. Do danas su klonirani i sekvencirani geni koji kodiraju HAS iz
prokariota, eukariota, pa ¢ak i virusa algi (Widner i sur., 2005).

Put za biosintezu hijalurona u streptokokima skupine A i C je odreden, a moze se lako
prilagoditi za optimizaciju proizvodnje i u B. subtilis. Jedini enzim koji nedostaje B. subtilis je

hijaluronan sintaza, koja je kodirana s hasA genom. Da bi se proizveo hijaluron u B. subtilis
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oponasa se pristup proizvodnje iz Streptococcus zooepidemicus. To se moze posti¢i na nekoliko
razli¢itih nacina. HAS operon iz skupine A ili C streptokoka se jednostavno moze unijeti u B. subtilis
ili se mogu stvoriti umjetni operoni koji se dijelom sastoje od gena B. subtilis. Drugi pristup je
privlacniji, jer se endogeni geni Cesto ucinkovitije izrazavaju u svom nativhom domacinu. B.
subtifis ima homologe za hasB, hasC i hasD gene, a oni su oznaceni tuaD, gtaB i gcaD. Stoga su
konstruirani umjetni operoni koji su sadrzavali gen hasA iz streptokoka zajedno s jednim ili vise
od navedenih gena izvedenih iz B. subtilis (Widner i sur., 2005).

Sinteza hijalurona dalje prati reakcijske puteve opisane kod Streptococcusa
zooepidemicusa. Prinos i kvaliteta proizvoda su vrlo dobri, kako u pogledu molekulske mase, tako
i polidisperznosti. Hijaluron se izluCuje u okolni medij i nije povezan sa stanicom, Sto bi trebalo
uvelike pojednostaviti postupak obnavljanja i olakSati obradu u nastavku. Ekonomija proizvodnije
dodatno je poboljSana zbog sposobnosti B. subtilis da raste na jednostavnijim podlogama, za
razliku od streptokoka skupina A i C, koji su zahtjevni organizmi i za rast trebaju skuplje slozene
podloge (Widner i sur., 2005).

2.2.2.3. Proizvodnja hijalurona pomocu Lactococcus Lactis

Laktokoki su gram-pozitivne bakterije mlijeCne kiseline i koriste se u prehrambenoj
industriji za proizvodnju i oCuvanje fermentiranih proizvoda. Zbog njihovog statusa kao bakterije
koje ne proizvode toksine odnosno kao sigurne bakterije, ucinjeno je mnogo za genetsku
modifikaciju vrsta Lactococcus kako bi se poboljSale njihove osobine uvodenjem specificnih gena
(Chien i Lee, 2007).

Kako bi se izbjegli nedostatci S. zooepidemicus, konstruirani su rekombinantni sojevi na
bazi L. /actis koji sadrze operon biosinteze hijaluronske kiseline. Sustav ekspresije kontrolirane
nisinom svestrani je strogo kontrolirani sustav ekspresije gena, zasnovan na mehanizmu
autoregulacije bakteriocina nisina i jedan je od najuspjesnijih i najcesce koristenih alata L. /actis
(Sheng i sur., 2014).

Od enzima potrebnih za sintezu hijalurona L. Lactis sadrZzi homologe za hasB i hasD enzime
dok je hasA, kljucni enzim, koji katalizira polimerizaciju glukuronske kiseline i N-acetilglukozamina
uveden pomocu sustava ekspresije kontrolirane nisinom pomoc¢u konstruiranog rekombinantnog
operona za biosintezu hijaluronske kiseline. Nakon uvodenja potrebnih gena u Lactococcus Lactis

ona pocinje proizvoditi hijaluronsku kiselinu pomocu reakcijskin puteva opisanih kod
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Streptococcus Zooepidemicusa Buduci da je L. Lactis prehrambena mlijecno-kisela bakterija,
proizvedeni hijaluron ima veliki potencijal za primjenu u podrucju prehrambene i biomedicinske
industrije (Sheng i sur., 2014).

2.3. PRIMIENA HIJALURONSKE KISELINE U MEDICINI

Viskoelasti¢na svojstva, fizioloSka aktivnost i biokompatibilnost hijalurona ¢ine ga idealnim
materijalom za farmakoloske primjene, posebno u oftalmologiji, reumatologiji i dermatologiji.
Nadalje, kemijskom modifikacijom molekula dobivaju se biokompatibilni i biorazgradivi
biomaterijali na bazi hijalurona koji se koriste za pokrivanje rana i za tkivno inZenjerstvo.
Medicinske studije hijalurona uklju¢uju njegovu ulogu u oplodnji, embriogenezi, razvoju
imunoloskog odgovora, zacjeljivanju rana, onkoloskim i zaraznim bolestima, procesima starenja i
problemima estetske medicine. Sirok spektar prakticne medicinske primjene hijalurona i dalje se
temelji na njegovom protuupalnom, dezinficijenskim i zacjeljivackim ucincima.

Hijaluronska kiselina potice regeneraciju epitela, spreava stvaranje granulacijskog tkiva i
oziljaka, smanjuje oticanje i svrbez, normalizira cirkulaciju krvi i Stiti unutarnje oc¢no tkivo. U
posljednjih nekoliko godina vrlo obecavajuce podrucje medicine i farmakologije dobilo je znacajnu
pozornost: ciljana isporuka lijekova odredenim organima ili tkivima gdje bi se hijaluron mogao

koristiti kao alternativha opcija u stvaranju makromolekularnog spremnika (Sudha i Rose, 2014).

2.3.1. Uloga hijaluronske kiseline u zacjeljivanju rana

Hijaluronska kiselina nema alergenska ili nadrazuju¢a djelovanja, ali moze pruziti
protuupalni i biostimulativni ucinak te ubrzati procese regeneracije. Ova svojstva, u kombinaciji s
drugim lijekovima, koriste se za ubrzavanje zacjeljivanja opeklina, Cireva i kirurskih zahvata.
Dokazano je da hijaluronska kiselina ima presudnu ulogu utjecuci na upalne, proliferativne i faze
ponovnog modeliranja procesa zacjeljivanja koZe. Ima protuupalna ili proupalna svojstva u
odnosu na molekulsku masu Litwiniuk i sur., 2016).

Pokazalo se da lokalno primijenjena hijaluronska kiselina ubrzava zacjeljivanje rana na
koZi kod Stakora i hréaka (King i sur., 1991).

U istrazivanju West i sur. pokazano je da su proizvodi razgradnje hijaluronske kiseline pro-

angiogeni i primije¢eno je da je taj ucinak ograni¢en na fragmente duljine izmedu 4 i 25
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disaharida. Istodobno, sinteza i akumulacija hijalurona brzo se inducira u podrucju ostecenja tkiva
aktiviranjem gena i razlicitih hijaluron sintaza. To sugerira da je makromolekula aktivni sudionik
reparativnih procesa ostecenog tkiva. Ovo je bilo jedno od prvih istrazivanja modulacije rana
hijaluronskom kiselinom (West i sur., 1991).

TaloZenje kolagena fibroblastima jedan je od klju¢nih ¢imbenika za rekonstituciju matriksa
na mjestu ozilika i priroda tog talozenja u velikoj mjeri odreduje kvalitetu oziljka. Primjena
dugolancane hijaluronske kiseline na gingivu rezultira smanjenom proliferacijom fibroblasta.
Sprjeava stvaranje adhezije u raznolikim podrucjima kao Sto su periferni Zivci i kraljeznicne
lamele, te smanjuje ukupnu koli¢inu kolagena koji se na mijestu oziljka talozi dermalnim
fibroblastima koZe kako bi oZiljak bio Sto manji. Takoder postoje dokazi da je obnavljanje
izvanstani¢nog matriksa nakon primjene hijaluronske kiseline pojacano, a taloZenje kolagena
uredenije s manje razgradnje. MozZe djelovati kao promotor rane upale, vaznog koraka u procesu
zacjeljivanja rana, pojacavajuci stanicnu infiltraciju i proizvodnju proupalnih citokina (Kobayashi i
Terao, 1997).

Hijaluronska kiselina takoder moze igrati ulogu u kontroli angiogeneze tijekom popravka
tkiva. Dokazano je da hijaluron visoke molekulske mase inhibira angiogenezu, dok hijaluron male
molekulske mase potice angiogenezu u nekoliko eksperimentalnih modela. Zacjeljivanje rana
dinamican je proces koji se sastoji od tri faze koje se preklapaju: upale, proliferacije i sazrijevanja
(restrukturiranje). U prvoj fazi (faza upale) glavni proces je stvaranje krvnog ugruska koji Cini
priviemeni matriks koji se sastoji od proteina poput fibrina i krvnih trombocita. kako bi se
zaustavilo krvarenje. Cak i u ranim fazama primjecuje se porast koncentracije hijalurona, koji se
veze na mrezu fibrina Cineci prijelaznu matricu (Neuman i sur., 2015).

Hijaluron je u interakciji sa stanicama pomocu receptora i velikog broja proteina, specifi¢no
proteoglikana, stvarajuéi gusta "sita". Njezin dispergirajuéi matriks tvori male tubule za selektivnu
difuziju molekula topivih u vodi. Makromolekula hijalurona sadrzi redovito ponavljajuce hidrofobne
regije, koje omogucuju interakciju izmedu stani¢nih membrana i struktura matrice. Istodobno se
aktiviraju enzimi izvanstani¢nog matriksa koji kataliziraju razgradnju proteina i polisaharidnih
polimera do fragmenata nize molekulske mase i novih funkcija. Ti proteinski i polisaharidni
fragmenti sudjeluju u stvaranju prijelaznog matriksa. Moguce je vidjeti dvije glavne faze
prijelaznog matriksa: gel i tekudi kristali. Hijaluronska kiselina velike molekulske mase, kada se

ubaci u proteinsku mrezu, stvara matricu sliénu gelu. Fragmentirani hijaluron i polipeptidi mogu
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oblikovati strukture slicne tekuéim kristalima. Strukture tekucih kristala imaju puno vecu
pokretljivost, Sto olakSava migraciju stanica u ranu (Selyanin i sur., 2015).

U drugoj fazi (faza proliferacije ili faza fibroblasta) nastavlja se aktivna sinteza i razgradnja
hijalurona i proteoglikana. Ovu fazu zacjeljivanja rane karakterizira aktivna proliferacija
fibroblasta, sinteza velike koli¢ine hijaluronana i novog kolagena. Mnogi ¢imbenici rasta, nastali
razgradnjom hijalurona i proteina, iniciraju migraciju mati¢nih stanica u ranu. Unutar rane
diferenciraju se u "mlade" fibroblaste koji vjerojatno nisu ograniceni Hayflickovim brojem, brzo
se dijele i proizvode znacajnu koli¢inu kolagena tipa III i IV (Price i sur., 2005).

U trecoj fazi (sazrijevanje, starenje i rekonstrukcija ili reorganizacija), kada nastaju granule
i pojavi se viSak kolagena matriksa, apoptozom se smanjuje broj stanica. Visak hijalurona
podvrgava se depolimerizaciji, a kratki fragmenti makromolekula polisaharida stimuliraju nicanje
krvnih zila u izvanstanichom matriksu. Privremeni matriks uniStava se matriksnim
hijaluronidazama i metaloproteazama u procesu koji je, u osnovi, preuredivanje privremenog

matriksa (Selyanin i sur., 2015.).

2.3.2. Uloga hijaluronske kiseline u onkologiji

Uloge hijaluronske kiseline, hijaluron sintetaze, hijaluronidaze i receptora za hijaluronsku
kiselinu u borbi protiv raka slozene su i odredene receptorima za hijaluronsku kiselinu izrazenim
u stanicama raka. Postoje razliCiti mehanizmi djelovanja hijalurona na tumorske stanice.

Na molekularnoj razini, glavni mehanizam povezan je s Cinjenicom da se hijaluron visoke
molekulske mase moZe vezati za receptore na stanicnoj membrani tumorskih stanica, Sto rezultira
usporenom migracijom i metastazama stanica. Za invaziju stanica karcinoma i stvaranje
metastaza potrebna je proteoliza izvanstanicne domene receptora CD44. U ovom slucaju, stanica
se oslobada veze s hijaluronom i uklanja iz "sidra". Dakle, polisaharid velike molekulske mase
moZe se koristiti kao inhibitor rasta stanica raka i stvaranja metastaza (Selyanin i sur., 2015).

Sirok spektar aktivnosti moze se objasniti velikim brojem receptora koji vezu hijaluronsku
kiselinu, poput glikoproteina CD44 na stani¢noj povrsini, receptora za pokretljivost posredovanu
hijaluronskom kiselinom (RHAMM) i nekoliko drugih receptora koji vezu hijaluron. Prvi od njih
(CD44) sudjeluje u upalnim procesima, aterosklerozi i karcinogenezi. Drugi receptor (RHAMM)

odgovoran je za pokretljivost stanica, zacjeljivanje tkiva i karcinogenezu (Salwowska i sur., 2016).

14



Dokazano je da je razina hijalurona povisena u razli¢itim stanicama raka (Lin i Stern,
2001.) i vjeruje se da tvori manje gusti matriks, povecavajuci tako pokretljivost stanice kao i
invazivnu sposobnost u drugim tkivima (Hill i sur. , 2006.).

Dobro je poznato da razli¢iti tumori (epitelni, jajnicki, debelo crijevo, Zeludac i akutna
leukemija) pretjerano eksprimiraju receptore koji vezu hijaluron, CD44 i RHAMM. Posljedi¢no, ove
tumorske stanice karakteriziraju pojaano vezanje hijaluronske kiseline. Interakcije CD44 i
hijalurona imaju razlicite vazne fizioloske uloge, ukljucujuci posredovanie ili promicanje agregacije
makrofaga, migraciju stanica, sklop pericelularnog matriksa hondrocita i aktivaciju leukocita.
Paradoksalno je da se hijaluronska kiselina i enzimi koji eliminiraju hijaluronsku kiselinu,
hijaluronidaze, mogu povezati s napredovanjem karcinoma. Pokazano je da prekomjerna
ekspresija hijaluron sintaze povecava razinu hijaluronske kiseline, sto dovodi do ubrzanja rasta i
metastaziranja tumora. S druge strane, egzogeni oligomerni hijaluron inhibira napredovanje
tumora, najvjerojatnije natjeCuéi se s endogenim polimernim hijaluronom (Necas i sur., 2008).

Interakcija izmedu hijalurona i receptora CD44 utjeCe na proliferaciju, preZivljavanie,
pokretljivost, invazivnost i kemijsku otpornost stanica. S druge strane, prekomjerna ekspresija
receptora RHAMM povezana je s promicanjem rasta i metastaziranja tumora. Dokazano je da
hijaluronska kiselina niske molekulske mase potice pokretljivost tumorskih stanica interakcijama
s CD44 receptorima ( Sugahara i sur., 2003).

Takoder je primije¢eno da hijaluronska kiselina potice napredovanje tumora regrutiranjem
stromalnih stanica i angiogenezom. Vjeruje se da je hijaluron visoke molekulske mase odgovoran
za migraciju, diferencijaciju stanica i prikupljanje tkiva mati¢nih stanica. Proces angiogeneze jedan
je od temeljnih procesa neophodnih za prezivljavanje karcinoma. Zbog obilne opskrbe krvlju,
tumori mogu rasti i metastazirati. Mnogi autori isticu ulogu hijaluronidaza u potpori razvoju
novotvorina putem hijaluronske kiseline. Ovo znanje rezultiralo je upotrebom ovih enzima u
brojnim studijama. Medu prijavljenim rezultatima zabiljezeno je smanjenje rasta tumora i sinteze
DNA u stanicama raka. Primjena hijaluronidaze u kombinaciji s antineoplasti¢nim sredstvima
omogucuje im laksi prodor u stanicu Sto rezultira boljim odgovorom na lije¢enje i moguc¢om
primjenom nizih doza lijekova. Ta se svojstva ve¢ neko vrijeme koriste u kemoterapiji. ViSak
hijaluronidaze dovodi do inhibicije proonkogenog djelovanja hijaluronske kiseline, Sto je dobiveno
egzogenom primjenom. Sa svime navedenim treba imati na umu da i hijaluronska kiselina i
njegova srodna hijaluronidaza imaju pro- i antitumorske ucinke koji ovise o koncentraciji i

podrijetlu (Salwowska i sur., 2016).
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Buduéi da se hijaluronska kiselina moZe specifitno vezati za razne stanice raka koje
pretjerano eksprimiraju CD44, mnoga su se istrazivanja usredotocila na farmaceutsku primjenu
hijalurona za terapiju protiv raka. Vecina spojeva hijalurona i lijekova razvijena je za kemoterapiju
raka kao makromolekularni predlijekovi. Hijaluron je takoder sjedinjen sa raznim nanocesticama
napunjenim lijekom za upotrebu kao ciljaju¢i dio spoja. Ovi hijaluron konjugati koji sadrze
antikancerogena sredstva pokazali su pojacanu sposobnost ciljanja tumora i veéu terapijsku
ucinkovitost u usporedbi sa slobodnim antikancerogenim sredstvima (Choi i sur., 2010).

Konjugati hijaluronske kiselina i kolanske kiseline mogu tvoriti stabilne cestice nano
veli¢ine sastavljene od hidrofilne ljuske i hidrofobne unutarnje jezgre. Stvoreni konjugati
selektivno ciljaju na tumorsko tkivo, kako zbog pasivne akumulacije putem pojac¢anog ucinka
permeacije i retencije, tako i zbog aktivnog ciljanja uzrokovanog snaznim afinitetom hijaluronske
kiseline za receptor CD44 s visokom specificnos¢u (Choi i sur., 2010).

Nanocestice vezu se za receptor na tumorskoj stanici i endocitozom ulaze u nju gdje se
raspada nanocCestica, a lijek djeluje direktno na tumor. Nanocestice koje su modificirane
dijelovima za ciljanje mogu se prepoznati, povezati se i internalizirati u tumorske stanice putem
endocitoze posredovane receptorima (CD44). Kao posljedica toga, lijekovi protiv raka smjesteni

unutar nanocestica mogu se osloboditi unutar tumorskih stanica (Byrne i sur., 2008).

2.3.3. Uloga hijaluronske kiseline kod osteoartritisa i u regeneraciji hrskavice

Zbog prirodne pojave hijalurona u sinovijalnoj tekudini, zglobnoj kapsuli i zglobnoj
hrskavici, Siroko se koristi u ortopediji. Ovaj se spoj koristi uglavnom medu bolestima zglobova
poput osteoartritisa ili reumatoidnog artritisa.

Osteoartritis je najcesca bolest zglobova, koja dovodi do znacajnog invaliditeta i pada
kvalitete Zivota. Kod ovog poremecaja dolazi do neravnoteZe izmedu procesa stvaranja i
unistavanja zglobne hrskavice, u korist uniStavanja. Hijaluronska kiselina igra vitalnu ulogu u
razvoju hrskavice, odrzavanju sinovijalne tekuine i regeneraciji tetiva. Visoke koncentracije
hijalurona pronadene su u ekstracelularnom matriksu svih odraslih zglobnih tkiva, ukljuujuci
sinovijalnu tekucinu i hrskavicu vanjskog sloja. Djelomi¢no zbog viskoelasticne prirode i
sposobnosti stvaranja visoko hidratiziranih matriksa, hijaluron djeluje u zglobu kao lubrikant i

amortizer (Necas i sur., 2008).
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Uobicajena terapija za osteoartritis koristi sredstva za ublazavanje boli i nesteroidne
protuupalne lijekove koji djeluju, ali imaju znacajne Stetne ucinke i toksicni su. Iz tih razloga,
dodavanije hijaluronske kiseline i biomaterijala dobivenim iz hijaluronske kiseline bio je znacajan
napredak u terapiji za osteoartritis.

U osteoartriticnim zglobovima sinovijalna tekucina sadrzi nizu koncentraciju hijalurona
nego u zdravim zglobovima, pa intraartikularna terapija egzogenim hijaluronom moze vratiti njena
viskoelasti¢na svojstva. Studije /n vivo i in vitro pokazale su razliCite fizioloSke ucinke egzogene
hijaluronske kiseline koji mogu biti u suprotnosti s mehanizmima koji su ukljuceni u patogenezu
osteoartritisa. Zapravo, egzogeni hijaluron moze pojacati sintezu hondrocita endogene
hijaluronske kiseline i proteoglikana, sprijeciti razgradnju hrskavice i pospjeSiti njezinu
regeneraciju. Stovise, moZe smanijiti proizvodnju proupalnih medijatora i metaloproteinaza
matriksa, te smanijiti ziv€ane impulse i osjetljivost Zivaca povezane s osteoartritckom boli (Colen
i sur., 2012).

U istrazivanju Migliore i Procopio hijaluronska kiselina se davala u obliku pet tjednih
injekcija (20 mg 2 ml! jednom tjedno tijekom 5 tjedana), strukturni ucinci procjenjivani su
mikroartroskopijom i morfoloSkom analizom uzoraka biopsije uzetih na pocetku i nakon 6 mjeseci
u otvorenom klinickom ispitivanju na 40 bolesnika s ostreoartrozom koljena. Nakon 6 mjeseci,
mikroartroskopska procjena pokazala je da vecina bolesnika (60%) nije pokazala promjene u
odnosu na pocetno stanje, dok je 32,5% bolesnika pokazalo poboljSanje stanja, a 7,5%
pogorsano stanje. Te su promjene popracene statisticki znacajnim smanjenjem sinovijalne upale.
Nakon 6 mijeseci, u usporedbi s pocetnim vrijednostima, primije¢eno je statisticki znacajno
rekonstituiranje povrsinskog amorfnog sloja hrskavice, poboljSanje gustoce i vitalnosti hondrocita
te statisticki znacajno smanjenje sinovijalne upale praceno znacajnim povecanjem procesa
sinovijalne obnove (Migliore i Procopio, 2015).

Sli¢no je istrazivanje pokazalo da su Sest mjeseci nakon tretmana hijaluronom debljine
povrsinskog amorfnog sloja, gustoca hondrocita i izgled teritorijalnog matriksa bili znacajno veci
u usporedbi s pocetnim stanjem (Guidolin i sur., 2001.).

Unutarzglobna hijaluronska kiselina korisno je terapijsko sredstvo u lije¢enju bolesnika s
osteoartritisom. Podaci iz literature ukazuju na njegovu sposobnost smanjenja boli i poboljSanja
funkcije zglobova. Stovide, s obzirom na visoku podnosljivost, sposobnost kontrastiranja
strukturnih osStecenja zglobova i odgadanja upotrebe protetskih operacija, moze se smatrati

sigurnom i ucinkovitom dugotrajnom terapijom.
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2.3.4. Uloga hijaluronske kiseline u oftamologiji

Hijaluronska kiselina je vazna komponenta staklastog tijela oka, suznog filma, epitela
roznice i konjunktive. Staklasto tijelo oka uglavnom se sastoji od hijalurona koji proizvode stanice
roznice. Zbog viskoelasti¢nih svojstava hijalurona, staklasto tijelo osigurava trajni ocni tlak i
sprjeCava odvajanje mreznice i pigmentnog epitela. Zbog viskoelasti¢nih svojstava Cesto se koristi
kao lubrikant i predstavlja glavni sastojak u formulacijama umjetnih suza, a koristi se i u
ublazavanju suhoce oka. Smanjuje iritaciju, vlazi oko i nadoknaduje nedostatke natrijevog
hijaluronata u suznom filmu (Abatangelo i sur., 2020).

Hijaluronska kiselina, prirodna komponenta staklastog tijela oka, pronasla je mnoge
uspjesne primjene u oftalmoloskoj kirurgiji. Posebno je korisna kao matriks za ispunjenje prostora
u oku; tako se intraokularna injekcija hijalurona tijekom operacije koristi za odrzavanje oblika
prednje komore. Njegovi se ucinci uglavhom temelje na uspostavljanju i odrZzavanju ugodnih
uvjeta za promicanje ozdravljenja postkirurskog podrucja. To se postiZe stabilizacijom suznog
filma, smanjenim trajanjem zacjeljivanja, smanjenim rizikom od adhezija, smanjenim stvaranjem
slobodnih radikala i normalizacijom o¢nog tlaka. Siroko se koristi tijekom operacija prednjeg
segmenta oka, poput trabekulektomije, uklanjanja mrene, lijeCenja glaukoma, refraktivne
kirurgije i plasti¢ne kirurgije roznice (Salwowska i sur.,2016).

Razvijeno je nekoliko formulacija otopina hijalurona s aminokiselinama, antioksidantima i
drugim spojevima. Mogu se propisati za hidrataciju ocnih jabucica ili ubrizgavanje u prednju
komoru oka tijekom operacije mrene. Takvi spojevi imaju prepoznatljiva svojstva, poput
stabilizacije suznog filma, smanjenja trenja tijekom treptanja i spre¢avanja Stetnih tvari koje se
vezu za oko, smanjenja simptoma suhoce oka (Selyanin i sur., 2015).

Sindrom suhog oka uobicajeni je ocni poremecaj koji se odnosi na dob, spol, prehranu,
okoli$, bolest ili operativni zahvat ili se javlja kao nuspojava lijekova (Wang i sur., 2020).

Hijaluron se moze dodati umjetnim suzama kako bi se pojacalo i produzilo trajanje
zadrZavanja vlage i tako ublazio sindrom suhog oka (Huyhn i Priefer,2020). U kapima za oci, visoki
sadrzaj hijalurona stabilizira suzne filmove i povecava vréaste stanice konjunktive. Zajedno s
koncentracijom vazana je prisutnost hijalurona velike molekulske tezine kako bi kapi za oci imale
protuupalno djelovanje. Hibridizacija hijaluronske kiseline visoke i niske molekularne mase u
kapima za o€i moZze zastititi od dehidracije stanice roznice i pospjesiti zacjeljivanje rana. Klinicka

studija pokazala je da kapi za oci s hijaluronom velike molekularne mase mogu biti alternativni
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tretman za pacijente s jakim suhim okom (Beck i sur., 2019). Hijaluronska kiselina moze imati
razliCite oblike u kapima za oci i moze se koristiti u kombinaciji s drugim spojem, djelovati kao
nosac za dostavu lijeka ili oblikovati bifunkcionalni peptidni polimer. Moze koristiti s trigliceridima,
fosfolipidima, vitaminom B12, koenzimom Q10, antibioticima ili steroidima. Hijaluron koji se koristi
s navedenim spojevima mogao bi povecati debljinu suznog filma, poboljSati oksidativni stres u
epitelu konjunktive pacijenata sa suhim okom, odrzavati povrSinu oka i smanjiti simptome
sindroma suhog oka (Chang i sur., 2021).

Hijaluron je biokompatibilan i ucinkovit u zadrZzavanju vlage na kontaktnim le¢ama. U polju
kontaktnih le¢a primjenjuje gotovo 20 godina, a primjena ukljucuje ugradnju u lece, modifikaciju
povrsine, stabilizaciju lijekova za oci i pomo¢ pri konstantnom oslobadanju lijeka. Buduéi da
noSenje kontaktnih leca dulje vrijeme moze uzrokovati suho¢u oka, hijaluronom natopljene
kontaktne lece zadrZavaju vlagu, ¢ime se rjeSava ovaj problem (Chang i sur., 2021).

Hijaluron je kriticna komponenta u izvanstanichom matriksu. Izvanstanicni matriks
pomaze u migraciji stanica, adheziji i proliferaciji takvih stanica kao Sto su maticne stanice
dobivene iz masnog tkiva i mati¢ne stanice limbalnog epitela. Te stanice pomazu u regeneraciji
roznice; konkretno, izradom skele za tkivo kojim se pospjeSuje zacjeljivanje roznice (Suri i
Schmidt, 2010).

Hijaluron hidrogel se takoder moze koristiti u inzenjerstvu tkiva roznice. Prekomjerno
obradeni porozni hijaluron hidrogelovi djeluju kao nositelji stanica stanica endotela roznice i mogu
rekonstruirati endotel roznice (Koivusalo i sur., 2019).

Hidrogelovi pokazuju biokompatibilnost sa stanicama endotela kuni¢a. U provedenom
istrazivanju transplantacijom in vivo, hidrogel hijaluronske kiseline ugraden je u prednju komoru
ozlijedenog zeéjeg oka. Rezultati su ukazali na znacajan porast stanica endotela nakon 4 tjedna
lijeCenja. Biomikroskopska slika takoder je otkrila prozirnu roznicu, Sto ukazuje na to da je
hijaluron hidrogel uspjesno rekonstruirao ozlijedenu roznicu (Lai i sur., 2015).

2.3.5. Hijaluronska kiselina u estetskoj medicini

Natrijev hijaluronat trenutno je najceSce koristeno kozmeticko punilo. Funkcija mu je
popunjavanje i nabiranje prostora izvanstani¢nog tkiva. U tekuéim formulacijama koristi se za

popunjavanje malih povrSinskih bora, dajuéi kozi elasticnost i fleksibilnost, dok se umrezeni
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pripravci koriste za korekciju kontura lica, modeliranje dojke kod zena, prsnog kosa kod
muskaraca i straznjice (Kanchwala i sur., 2005).

Izvrsni ucinci mogu se postiéi u korekciji nazolabijalnih nabora i bora, ublazavanju
vodoravnih bora na elu, podizanju obrva, postavljanju nosa, promjeni oblika i volumena usana,
modeliranju obraza, brade, oblikovanju tijela (poveéanje i modeliranje grudi, bedra, straznjica i
listova), a nedavno i u poboljSanju oblika stidnih usana (labioplastija). Male koli¢ine hijalurona
ubrizgavaju se intradermalno kako bi se dobilo priblizno 6 mjeseci punine (Tezel i Fredrickson,
2008).

Kao prirodna supstanca u tijelu, hijaluronska kiselina ima mali rizik od alergijske reakcije,
ne zahtijeva testiranje koZe prije ubrizgavanja, jednostavna je za upotrebu i oblikovanje, a trajnija
je od kolagena. Stoviée, umreZena priroda hijaluronskog gela govori da se radi o vrlo svestranom
proizvodu koji se moze koristiti u viSe slucajeva i podrucja lijeCenja (Carruthers i Carruthers,
2007).
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3. ZAKLIJUCAK

Hijaluronska kiselina tek se u zadnje vrijeme pocinje sve viSe koristiti u lije¢enju pacijenata
iako je otkrivena relativno rano, 1934. godine. Zbog svojih raznolikih svojstava odli¢an je izbor za
upotrebu u raznim granama medicine od estetske kirurgije do onkologije i zbog svojeg relativho
jednostavnog nacina proizvodnje moze se proizvoditi u velikim kolicinama.

Uloge hijalurona u medicini su razne i kre¢u se od estetske medicine gdje ima ulogu
kozmetickog punila pa sve do onkologije gdje se koristi za navodenje antikancerogenih lijekova i
dermatologije gdje stvaranjem privremenih matriksa ubrzava zacjeljivanje koze.

Zbog svega navedenog mozemo zakljuciti da hijaluronska kiselina trenutno ima veliku
vaznost u modernoj medicini, ali takoder ima i velik potencijal za upotrebu u drugim granama

medicine koji bi se trebao ostvariti daljnjim istrazivanjem.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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