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PRZEDSTAWIONE CELE:

Konkretne cele niniejszego projektu sg nastepujgce:
1. Przygotowanie i przeprowadzenie charakterystyki reologicznej poprzez modut sprezystosci i modut lepkosci (G' i G)
kwasu hialuronowego "Chondrovital Gel 2,5%, 3 ml”

2. Okreslenie masy czgsteczkowej tychze kwaséw hialuronowych, poprzez HPLC technikg SEC.

ZASTOSOWANY MATERIAL:

Aby zrealizowad zatozone cele projektu, postepowalismy zgodnie z protokotem, wedtug ktérego przeprowadzone zostaty

trzy powtdrzenia dla kazdego pomiaru badanej prébki Chondrovital Gel® 2,5% (SERIA: CGP35300, DATA WAZN. 2018-09).

1. Witasciwosci reologiczne:

W celu pomiaru wtasciwosci reologicznych zastosowano tryb oscylacyjny, jako ze dla produktéw lepkosprezystych jest on
bardziej adekwatny. Zastosowana zostata czestotliwos$é wzrastajgca od 0,01Hz do 20Hz z naprezeniem (20 Pa), ktoére
zostato wybrane dla celéw badania zgodnie z wynikami otrzymanymi w badaniu wstepnym, w ktérym zostato okreslone
naprezenie dla lepkosprezystosci liniowej (VLR), jako Srednia naprezen miedzy réznymi konsystencjami cieczy do badan.
Zastosowana zostata geometria najbardziej odpowiednia do otrzymania dobrej powtarzalnosci pomiardéw, czyli stozek-
ptytka (40 mm).

Parametry, takie jak modut dynamiczny sprezystosci lub modut przechowywania (G') (ktéry oznacza przechowywanie
sprezyste energii odnawialnej odksztatcenia w ciele statym elastycznym) i modut lepkosci lub modut stratnosci (G") (ktory
opisuje rozpraszanie elastyczne lub stratnos$¢ energii poprzez state odksztatcanie cieczy), ktére m.in. sg bardzo przydatne
w charakteryzowaniu lepkosprezystych wiasciwosci roztworéw polimerowych, w naszym badaniu kwasu hialuronowego,
oraz réwniez chciano podkresli¢ funkcje biomechaniczng tych cieczy przeznaczonych do uzupetniania ptynu stawowego.
W laboratorium przeprowadzone zostaty badania prébek kwasu hialorunowego opisanego powyzej, z ktdrego w wyniku
réznych powtdrzen otrzymano $rednie wartosci.

Wykresy moga pokaza¢ nastepujace wyniki:

Odnosnie lepkosprezystosci, moze byé¢ przedstawiona w tatwy sposéb za pomocy wykresu modutéw lepkosci i
sprezystosci vs czestotliwos$¢, ukazujgc oba sktadniki produktow lepkosprezystych (Tabela 1 i Rys. 1):

Na Rys. 1 przedstawione sg modele reologiczne w zestawieniu, w poréwnaniu z innymi wynikami doswiadczen
otrzymanymi przez naszg grupe w innych kwasach hialuronowych (zaznaczonych A, B, C. D, E). Trzeba wzigé pod uwage,
ze im mniejsze bedg czestotliwosci, przy ktérych produkt osiggnie punkt podziatu pasma ("cross over point"), tym wieksze

bedzie miat wtasciwosci sprezyste. Oczekuje sie, ze przy zwiekszeniu masy czgsteczkowej i stezenia, punkt podziatu pasma



zostanie osiggniety przy nizszych czestotliwosciach. W naszym przypadku otrzymujemy efekt synergiczny obu parametréw
(wysoka m. cz. i wysokie stezenie).

Tabela 1.

"Cross Over point"

Produkty Czest. (Hz) G'=G"(Pa)
A 0,07 28,21
B 0,185 83,10
C 0,165 30,43
D 0,51 111,93
E 0,60 268,10
Chondrovital Gel 0,06 + 0,006 182,23 + 6,40
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1. - Badanie odpornosci na degradacje:

1.1 - Degradacja chemiczna z rodnikami OH, przez zastosowanie reakcji Fentona.

Z kazdej probki pobrano réwno 200mg, ktdre zostaty zinkubowane w 37 °C przez 24 godziny, nastepnie
dodano 10 pL H202, po czym mieszajac energicznie przez 1 min, kontynuowano kinetyke degradacji
metodg HPLC opisang w projekcie. Wyniki bedg mierzone w réznych odstepach czasu miedzy 0 a 90
minutami (0, 15, 30, 45, 60, 75, y 90) po uprzednim dodaniu H202. Badania zostaty przeprowadzone
trzykrotnie.

Wykres poréwnujacy wszystkie préobki, otrzymany jako Sredni wynik trzech powtérzen:

Tabela 2.
t reakcja % rem prom

0 100

15 93,5+4,8
30 92,6 +4,6
45 91,5+4,9
60 91,2+44
75 90,4+4,6
90 90,2+4,5

1.2 - Degradacja enzymatyczna, poprzez reakcje z hialuronidaza.

Z kazdej probki pobrano rowno 150 mg, ktére wprowadzono w reakcje z 50Ul otrzymujgc objetosc
koricowg hialuronidazy z jadra wotu (H3884 - Sigma), gdzie kinetyka reakcji byta mierzona co 15 minut w
HLPC w temperaturze 37 °C w strumienicy. Jako poczatek reakcji ustanawia sie fiolke z probke bez

reakcji, przyjmujac jako wartosé reakcji 0 (tp). W Tabeli 3 przedstawiono degradacje w procentach:

Tabela 3.
t reakcja % rem prom

0 100

15 95,1+3,4
30 88,6 +3,0
45 86,3+3,1
60 84,6 +3,0
75 83,5+2,7
90 82,6+2,2




2. - Okreslenie masy czgsteczkowej:

Masa czgsteczkowa obliczana jest za pomocg uprzedniej budowy wzorca standardowego, w ktérym
uzyte zostaty wzorce Kwasu hialuronowego o znanej masie czgsteczkowej (pochodzace z Life Score)
poprzez HPLC technikg SEC (GPC), ktéra oparta jest na okreslaniu czasu retencji dla kazdej uzytej masy
czagsteczkowe;.

Otrzymano reprezentacje liniowga przedstawiajgc Log m.cz. vs czas retencji (tR)

Otrzymane réwnanie dla krzywej standardowej:
Y (Log m. cz.) = -0,4829 x tR + 6,5644 (R’= 0,9943)

Jako ze tR dla Chondrovital Gel® wynosi 6,45 zastosowanie tego rodwnania pozwala nam otrzymac

wartos¢ przyblizong dla jej masy czgsteczkowej 2840 KDa.

Whioski

Wyniki otrzymane w badaniu reologicznym wskazujg na bardzo korzystne zachowanie lepkosprezyste
jako konsekwencje efektu synergicznego wysokiego stezenia kwasu hialuronowego i stosunkowo duzej
masy czasteczkowej, nie bedac produktem wynikajgcym z procesdéw crossing-over. Otrzymano wysoka
twardos¢ (182,23 Pa) w punkcie podziatu pasma, gdzie wystepuje zmiana w zachowaniu z "lepkiego" na
"sprezysty". Ta wysoka twardos$¢ ukazuje zdolnosé zmniejszania $cinania sie stawu podczas chodzenia i
oferowania wiekszej lubrykacji, aby zapobiec uszkodzeniu chrzastki, a tym samym w celu jej ochrony.

W odniesieniu do wtasciwosci sprezystych, produkt wykazuje wysokg sprezystos¢ przy niskiej
czestotliwosci (0,06Hz), umieszczajagc go w tym zakresie na czele kwaséw hialuronowych o najwiekszej

sprezystosci, ktére sg dostepne obecnie na rynku (Rysunek 1).



