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ANOTACE

V této diplomové praci je optimalizovano kvantitativni stanoveni kyseliny hyaluronové
ve farmaceutickych vyrobcich pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii ¢i fluorescencni detekci. Jsou podrobné popsany hyaluronidazy, jejich typy
a mechanismus §tépeni. Fragmentace byla provedena enzymem bakteridlni hyaluronanlyaza
a ucinnost ovéiena spektrofotometricky. Prace se zamétuje na derivatizaci hyaluronanovych
fragmenti pomoci 2-aminoakridonu a jejich naslednou chromatografickou separaci
V systémech s obracenymi fazemi. V praci jsou wuvedeny dalSi chromatografickeé,
elektroforetické a spektralni metody ke stanoveni hyaluronanu. Zahrnuto je i aktualni vyuziti,

vyroba a unikatni vlastnosti této latky.

KLiCOVA SLOVA
kyselina hyaluronova, hyaluronan, analyticka separace, chromatografie, hmotnostni

spektrometrie, enzymatické $tépeni, derivatizace

TITLE
Analysis of hyaluronic acid by liquid separation techniques.

ANNOTATION

In this thesis, the quantification of hyaluronic acid in pharmaceutical formulations using
liqguid chromatography with mass spectrometry or fluorescent detection is optimized.
Different types and cleavage mechanism of the hyaluronidases is described. The
fragmentation was performed by the bacterial hyaluronan lyase and cleavage was confirmed
with spectrophotometry. The thesis is focused on derivatization techniques of hyaluronan
fragments with 2-aminoacridone followed by reversed phase chromatography. The spectral,
chromatographic and electrophoretic methods developed for hyaluronan determination are
introduced. Also current applications, production and unique characteristics of this substance

are included.

KEYWORDS
hyaluronic acid, hyaluronan, analytical separation, chromatography, mass spectrometry,

enzymatic treatment, derivatization
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UVOD

Kyselina hyaluronova je pfirodni linearni heteropolysacharid, ktery ma rozsahlé vyuziti
v mnoha oborech mediciny, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. Pro své unikatni
vlastnosti se pfidava do volné prodejnych 1é¢iv ¢i dopliku stravy, kde zvySuje nejen kvalitu
vyrobku, ale 1 cenu. Cilem proto bylo stanovit obsah hyaluronanu ve vybranych
farmaceutickych produktech (o¢ni kapky, nosni spreje a tablety) a porovnat jej s mnozstvim
uvadénym vyrobcem. Jednd se o biopolymer, ktery je potifeba nejprve rozstépit na kratsi
useky. K tomu se vyuziva specidlnich enzymu, hyaluronidadz, které¢ v zavislosti na jejich typu
poskytuji nasycené Ci nenasycené fragmenty o ruznych poctech jednotek. Nejvhodnéjsi je
rozstépeni na zakladni jednotky — disacharidy. Ke kontrole G¢innosti $tépeni a potvrzeni
vzniklych fragmentii s nenasycenou vazbou se pouzivaji spektralni metody. Hyaluronanové
fragmenty se pro zvySeni citlivosti detekce obvykle derivatizuji pomoci vhodného
fluorescencéniho ¢inidla. Separace disacharidovych jednotek mliZe byt zprosttedkovana mnoha
zpusoby chromatografickych ¢i elektroforetickych technik nejcastéji se spektrofotometrickou,
fluorescencni ¢i hmotnostné spektrometrickou detekei. Tato diplomova prace je zamétfena na
optimalizaci vhodné metody ke stanoveni hyaluronanu od upravy vzorku az po jeho

kvantifikaci.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Hyaluronan

Hyaluronan je pfirodni linearni heteropolysacharid patfici do  skupiny
glykosaminoglykant (GAGS). Retézec tvoii opakujici se disacharidové jednotky spojené
B-1,4-glykosidickou vazbou a mize doséhnout molekulové hmotnosti az 10” Da. Disacharid

se sklada z kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu, které vzajemné propojuje

B-1,3-glykosidicka vazba [1, 2].
H H
%
@]
o NH
" H
0 n

CHj

Obr. 1: Zakladni disacharidova jednotka HA, kyselina D-glukuronova a N-acetyl-D-glukosamin [1].

Na obr.1 je znazornéna zakladni disacharidova jednotka polymeru. Oba cukry jsou
prostorové piibuzné glukoze. V B-konfiguraci se vsechny objemné skupiny (-OH, -COOH
a anomerni uhlik na pfilehlém cukru) nachazeji ve stericky ekvatoridlnich polohach, kdezto
malé vodikové atomy zaujimaji stericky méné ptiznivéjsi axialni polohy. Z toho vyplyva, ze
struktura disacharidu je energeticky velmi stabilni [3].

Disociaéni konstanta karboxylovych skupin v kyseliné glukuronové odpovida hodnoté
3—-4. Pii neutralnim pH (pfesné 7,4) jsou tyto skupiny pievazné ionizovany a molekula
hyaluronanu se nachazi v polyaniontové podobé [3]. VIiv pH na chovani kyseliny
hyaluronové (HA) je blize popsan v kapitole 1.4.1.

Kazdy disacharid m& hmotnost pfiblizn€ 400 Da. Primérna délka disacharidu odpovida
cca 1 nm, takze molekula hyaluronanu o 10 000 jednotkach by teoreticky méla velikost 10 pm
(od jednoho konce k druhému), coz se ptiblizn€ rovna velikosti lidského erytrocytu. Na obr. 2
je ukazano nékolik vzajemné propojenych molekul hyaluronanu. Mikrofotografie byla
pofizena elektronovym mikroskopem a molekuly byly pro kontrast zvyraznény pokrytim

tézkym kovem metodou rota¢niho stinovani [3].
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Obr. 2: Mikrofotografie HA polymeru [3].

V roztoku je hyaluronan uspotadan tak, ze jeho vodikové atomy v axialni poloze
vytvareji nepolarni (hydrofobni) c¢ast molekuly a ekvatorialni postranni fetézce tvofi
polarngjsi (hydrofilni) ¢ast. Tim vznika v prostoru uspofadani pfipominajici stuhu nahodné
stoCenou do klubka. Molekula hyaluronanu tvoti ve fyziologickém roztoku rozmeérné
doménové struktury, které maji zajimavé vlastnosti. Malé molekuly (voda, elektrolyty ¢i
ziviny) mohou doménou volné¢ difundovat, na rozdil od velkych molekul (napt. proteini),
které jsou z domény ¢aste¢né vylucovany [3]. Tento jev je znamy jako stericka vyluka a muze
ovliviiovat transport vody a osmotickou aktivitu v mimobuné¢éné matrici [4].

Diky svému negativnimu naboji navic HA projevuje schopnost elektrostatického
vylucovani, coz ovliviiuje tok kladné nabitych iontd [5]. Vylouceny objem je zavisly jak na
velikosti makromolekuly, tak na naboji. Vylukové efekty mohou byt ovladany zaporné
nabitymi proteoglykany a mimo to souvisi s hydrataci tkané [6]. Hyaluronova sit’ v doméné
poskytuje tim mensi prostor pro ostatni molekuly, ¢im vétsi jsou. Z toho divodu je diftize
makromolekul ptes sit’ pomalejsi azaroven je jejich koncentrace niz§i uvnitf sité¢ nez
v okolnim prostoru bez HA. Hyaluronanové fetézce Se V roztoku neustale pohybuji, tudiz se
i velikost port v siti méni. Teoreticky tedy mohou siti projit vSechny molekuly S riznym
stupném zadrzeni [3].

Hyaluronanovy polymer mutze mit obrovsky pocet tvart, velikosti a konfiguraci.
Objevuje se v fadé fyziologickych stavi, volné cirkulujici nebo vazany s tkanémi. Hyaluronan
muze byt diky elektrostatické interakci vazan na proteiny zvané hyaladheriny a interagovat
s proteoglykany. Hyaluronan se vyskytuje iv kovalentni vazbé s nékterymi proteiny,

12



napt. inter-alfa-trypsin inhibitorem, coz je plazmaticky protein fungujici jako stabilizator
struktur bohatych na HA [2]. Schopnost hyaluronanové molekuly spojovat se sama se sebou,
S buné¢nym povrchem receptort, s proteiny, nebo s jinymi GAGS, hovofi o vSestrannosti této
pozoruhodné molekuly [7].

HA je nejjednodussi zastupce GAGs, od kterych se znacné 1isi nékolika
charakteristikami. GAGs (chondroitinsulfat (CS), dermatansulfat (DS), keratansulfat (KS),
heparansulfat (HS) a heparin) obsahuji sulfatové skupiny a jejich polysacharidové fetézce
jsou relativné¢ kratké (15-20 kDa, maximaln¢ 50 kDa). Oproti tomu, HA je
vysokomolekularni zaporné nabitd molekula skladajici se z nesulfatovanych fetézct
dosahujicich molekulové velikosti obvykle 200-2000 kDa (v synovialni tekutiné ma
pramérnou velikost az 7 MDa). Jako jedind z GAGs neni syntetizovana v Golgiho aparatu
anevaze se kovalentné na bilkovinné jadro proteoglykanti [2, 6]. Proteoglykany tvoii
vyznamnou ¢ast mimobunééné matrice, vypliuji prostory mezi kolagennimi vlakny
a chondrocyty. Jejich makromolekuly jsou vysoce hydrofilni a dodavaji chrupavce schopnost
pruzné¢ deformace. Devadesat procent proteoglykani tvoii tzv. velké proteoglykany
(aggrecan), jsou slozeny z bilkovinného jadra (tzv. core protein), na némz jsou po stranach
navazany fetézce chondroitinsulfatu a keratansulfatu. Malymi proteoglykany jsou decorin
a biglykan, které obsahuji sulfatovany glykosaminoglykan ajsou oznacovany jako
dermatansulfat [8].

Kli¢ovymi schopnostmi HA jsou jeji vysoka schopnost vazat vodu a schopnost tvorby
gelu v koncentracich > 0,2 mg/ml. Viskozita gelu zavisi na délce fetézce, zesiténi polymeru,
pH a chemické modifikaci. Na obr. 3 je material vyrobeny z hyaluronanu na levém konci

navlhéeny vodou, ktery se pouziva v tkanovém inzenyrstvi [9].

Obr. 3: Hyaluronan a jeho schopnost tvorby gelu [9].

Kyselina hyaluronova se nachazi v celém téle, avSak Vv nejvétSich koncentracich se

vyskytuje v mékkych pojivovych tkanich. Zastoupeni HA se zna¢né lisi dle lokality, napf.
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vséru od 0,01-0,1 pg/ml a0,2-50 pg/ml vlymfe, 100 pg/g v epidermis a 200500 ug/g

v dermis. Nejvyssich koncentraci dosahuje v o¢nim sklivCi, V synovialni tekutiné
(3600 pg/ml) a pupeéni $itife novorozencid. Vice nez 50 % HA se nachazi v kazi [10].
Hyaluronan vykazuje vysokou metabolickou aktivitu. Polo¢as rozpadu v tkani se
pohybuje od 12 do 72 hodin [11]. Pti vstupu do krevniho fecisté je eliminovano 85-90 % HA
Vv jatrech a pouze 1-2 % se vylucuje ledvinami. HA, ktera vstoupi do krevniho feCisté, je
pfevzata jaternimi endotelialnimi bunikami a degradovana na produkty s nizkou molekulovou
hmotnosti [12]. Lymfatické uzliny maji také schopnost extrahovat a degradovat HA [13].
Polo¢as rozpadu hyaluronanu je kolem 3-5 min v krevnim ob&hu, méné nez 1 den v kizi
aVinertnim prostfedi chrupavkové tkan¢ 1-3 tydny. Postupné odbourdavani HA v téle je

zjednoduSené vysvétleno na obr. 4 [14].

Mimobunécéna matrice Synovialni tekutina
c: 2,59/ c: 2-4 g/l
ty2: hodiny az tydny ty: hodiny
My: vysoka My: vysoka
\§ J \§ J
( Lymfaticky systém \
c: <10 mg/l
tyo: minuty
\ M,,: nizka )
10-15 %
Krevni obéh
€: <10-100 pg/l
tyo: minuty
M,,: nizka
\ J
>80 % Mo¢
c: 0,1-0,3 mg/l
Jatra Ledviny M,,: nizka

Obr. 4: Polodas rozpadu hyaluronanu v téle. Sipky naznacuji tok HA, (c) koncentrace, (ty,) polo¢as rozpadu,

(Mw: nizkd) Mw < 450 kDa, (Mw: vysoka) Mw > 1000 kDa [14].
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1.2 Biosyntéza hyaluronanu

Syntéza hyaluronanu je uskute¢néna v plazmatické membrané vysoce specializovanymi
membranovymi proteiny, tzv. hyaluronansyntazami (HASs). V sav¢ich bunkach existuji tfi
rizné izoenzymy HASs (HAS1, HAS2 aHAS3), z nichz kazdy ma dvé rizné vazebné
domény pro uridindifosfatové (UDP) cukry [15]. Zajimavé je, Ze geny hyaluronansyntaz
nejsou zalezitosti vysSich organismu, ale byly nalezeny také v bakteriich (napt. Streptococcus
a Pasteurella multocida) avirech. Diky této skuteCnosti lze ziskat Cistou HA z bakterii
pomoci fermentacnich metod, coz je vyhodou oproti extrakcim ze zvifecich tkani, ze kterych
je potieba odstranit kontaminaci proteiny. O vyrobé HA bakterialni produkci je vice
v kapitole 1.7.2.

Polymerizace hyaluronanu probihd na vnitini strané plazmatické membrany, kde
hyaluronansyntaza stfidavé ptidava monomery uridindifosfat-glukuronovou kyselinu
(UDP-GIcA) a uridindifosfat-N-acetylglukosamin (UDP-GIcNAc) na redukujici konec
rostouciho polymeru. S postupujici polymeraci se neredukujici konec sacharidového fetézce
pfemistuje do mimobunééného prostoru pies pory v plazmatické membrané. Ackoliv jsou
vSechny tii HASs z 55-70 % strukturné identické, 1isi se ve schopnosti syntetizovat HA.
HAS1 a HAS2 jsou schopny produkovat HA o vétsi velikosti (vice nez 2 MDa), zatimco
HAS3 produkuje hyaluronan vzdy s niz§i molekulovou hmotnosti (100-1000 kDa). Tato
skuteCnost je dilezita, protoze HA o riznych velikostech vykazuje znacné odlisné

I protichtidné biologické u¢inky [15].

1.3 Enzymaticka degradace hyaluronidizami

GAGs maji v proteoglykanech své redukujici konce kovalentné ptipojeny K jejich
jadernym proteiniim a proto nemaji Zadné volné reduk¢ni skupiny. Ptestoze hyaluronan neni
s proteoglykany kovalentné véazan, neni zcela jisté, zda je ¢i neni substituovan na svém
redukujicim konci. Nicméné velka délka jeho fetézce by neumoznila detekovat volnou
redukujici skupinu. Ztoho dévodu je pied analyzou vzdy nutné rozstépit polymer
hyaluronanu na krat$i jednotky, které budou nasledné detekovany v ultrafialovo-viditelné
(UV/VIS) oblasti, fluorescencné po oznaceni vhodnym Ccinidlem, S vyuzitim hmotnostni
spektrometrie ¢i jinymi zptsoby [16].

Ke $tépeni se v praxi obecné vyuzivaji dvé tfidy enzymi - hydrolazy, které vnaseji vodu
do mista $tépeni vazby nebo lyazy (eliminazy), jejichz ptisobenim dojde Kk odstranéni vody
mezi 4. a 5. uhlikem hexuronové kyseliny. Vznikne tak A*® nenasycena vazba v kyseling
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D-glukuronové. Vysledkem kazdého $tépeni rGznymi typy enzymu je vznik volné redukéni
skupiny, jez mize byt znacena fluoroforem pro naslednou identifikaci [16]. V zavislosti na
pouzitém enzymu pak vznikaji rizné jak nasycené, tak nenasycené hyaluronanové oligo- az
disacharidy [17]. Na obr.5 je znazornéno obecné schéma enzymatického S$tépeni

hyaluronanového fetézce.

hyaluronidéza

_ } CH,,OH
D-glukuronova kyselina /; o OH
COOH O &
O] [Ho
OH HN - CH,
CH,OH O OH (\)\
COOH ©O & © N-acetyl-D-glukosamin
O] |Ho
OH HN CH
HO \H/ 3
OH ')
D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

kyselina hyaluronova

Obr. 5: Enzymatické $tépeni kyseliny hyaluronové [17].

Hyaluronidazy jsou enzymy, které §tépi kKyselinu hyaluronovou a maji také omezenou
schopnost degradovat chondroitin a chondroitin sulfat. V tkanich obratlovet jsou pfitomny
v extrémné nizkych koncentracich (cca 60 ng/ml v lidském séru), ale vyznacéuji se mimoradné
vysokou specifickou aktivitou. Prvni izolovana somatickd hyaluroniddza byla purifikovana
z lidské plazmy a byla oznacena jako Hyal-1 [18]. Protein Hyal-1 existuje stejné jako mRNA
ve vice formach a tyto rizné izomery Si mohou navzajem konkurovat [19].

Hyaluronan ma v téle obratlove mimotadné vysoky obrat. U ¢lovéka 0 primérné
hmotnosti 70 kg se vyskytuje celkem 159 HA, z ¢ehoz 59 HA je denné preménovano
(degradovano a syntetizovano), vétsinou dusledkem hyaluronidaz ato tfemi katabolickymi
cestami. Dominuje pfedevsim aktivita Hyal-1 a Hyal-2, které odbouravaji HA na postupné
mensi fragmenty. Biosyntéza a degradace hyaluronanu je znazornéna na obr. 6. Pfeména
hyaluronanu je jest¢ rychlejsi v malignich tkdnich. Bylo dokazano, ze podil fragmenta
s nizkou molekulovou hmotnosti (LMW HA) je vyss§i u pacientit s nadorovym onemocnénim

[20].
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Obr. 6: Biosyntéza a rozklad kyseliny hyaluronové. Hyaluronansyntazy (HAS 1-3) produkuji HA o riznych
velikostech v plazmatické membrang. Hyaluronidazy (Hyal) hydrolyzuji HA. Stépeni za&in4 jiz na plazmatické
membrané pomoci Hyal-2, nasleduje navazani na HA receptor CD44. Po degradaci v endosomech pomoci

Hyal-2, je HA nasledné degradovana pomoci Hyal-1 v lysozomech [6].

Je dobte prostudovano, ze degradace HA zacina jejim navazanim na receptor CD44
(Cluster of Differentiation 44), coz je multifunkéni transmembranovy glykoprotein.
Mimobunéény polymer s vysokou molekulovou hmotnosti je navazan na povrch burniky
kombinovanou Cinnosti receptoru CD44 aenzymu Hyal-2 zakotveného na GPI
(glycosylphosphatidylinositolové) kotvé [2].

Polymer HA je degradovan v fadé kroku. Fragmenty o rizné velikosti maji Siroké
aobCas opacné spektrum biologickych aktivit. Na bunécném povrchu vytvaii Hyal-2
pocate¢ni zlom vysokomolekularni (HMW) HA a generuji fragmenty s 50-100 sacharidy.
Tyto stfedné veliké fragmenty vstupuji do endozomu a nakonec lysozomu, kde se dale
rozkladaji pfevazné na tetrasacharidy pomoci lysozomalni Hyal-1 [19].

V lidském genomu najdeme sekvence pro 6 ruznych hyaluronidaz: Hyal-1, Hyal-2
Hyal-3, Hyal-4, SPAM1 a HYAL-P1. Sekvence Hyal-4 a HYAL-P1 vsak nejsou schopné
translace, tudiz vznikaji jen Hyal-1,-2,-3, a PH-20 (produkt genu SPAM) [21].
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Hyal-1 je schopna vyuzivat HA jako substrat 0 jakékoliv velikosti a generovat prevazné
tetrasacharidy. Nachazi se v srdci, ledvinach, jatrech, plicich, placenté a kosternich svalech. Je
ptrevladajici formou hyaluronidaz a jako jedina se vyskytuje v lidské plazmé [18, 22].

Hyal-2 se nachazi ve vSech tkanich v¢etné mozku. Je lokalizovana v lysozomech a na
cytoplasmatické membrang, kde je vazana GPI kotvou. Hyal-2 stépi HMW HA na fragmenty
o piiblizné¢ 20 kDa, coz je kolem 50 disacharidovych jednotek. Ma vsak dulezité
I neenzymatické funkce. Hyal-1 a Hyal-2 maji velmi podobnou strukturu, pfesto rizné reakéni
produkty. Obé¢ jsou aktivni pii kyselém pH (pod 4) [2].

Nejmén¢ informaci je znamo 0 hyaluronidaze Hyal-3, ktera je exprimovana ve varlatech
savcl, kostni dieni a Vv ledvinach novorozenct. Hyal-4 je primarné v placenté a kosternim
svalstvu a pravdépodobné se ani nepodili na degradaci HA [22].

Dale je zde PH-20/SPAM1, znamy jako testikularni hyaluronidaza, ktera se nachazi ve
spermiich a je nezbytna pro fertilizaci, nebot’ narusuje obal vajicka. Sesta hyaluronidaza, tzv.

HYAL-P1 je lidsky pseudogen vznikly pred¢asnym ukonc¢enim kodont [6, 23].

Hyaluronidazy jsou dle Meyera jiz od roku 1971 rozd€leny do tii tfid na zikladé
biochemické analyzy jejich reakénich produktii. Dodnes je toto rozdéleni platné. Dvé z téchto
tiid jsou endo-B-N-acetyl-hexosaminidazy, jedny pochazejici od bakterii a druhé od
obratlovcu [24].

1.3.1 Bakterialni hyaluronidazy

Bakterialni hyaluronidazy (EC 4.2.99.1) jsou endo-B-N-acetyl-hexosaminidazy
prokaryot, které funguji jako elimindzy, jejichz vyslednymi fragmenty jsou disacharidy.
Mechanismus $tépeni spociva v B-eliminaci glykosidické vazby za vzniku nové nenasycené
vazby, proto jsou zaroven nazyvany hyaluronanlyazami ¢i eliminazami. Mnoho bakterialnich
hyaluronidaz §tépi substrat nejprve endolyticky anasledné exolyticky za produkce
nenasycenych disacharidt [25].

Obecny princip endolytického a exolytického Stépeni polysacharidi je vysvétlen na
obr. 7 [26].

18



HOOC HOOC HOOC HOOC HOOC

polysacharid
A) Endolytické stépeni B) Exolytické Stépeni

wo-{ o Q@ o< -0 -on

A4

produkty o riznych velikostech

nenasycené monomery
o

o+ -0« )-oH O Oou
Q,

C O Do Oron C

Obr. 7: Endolyticky a exolyticky zpiisob $tépeni polysacharidu. A) Endolyticky enzym $tépi O-glykosidickou

O

#

vazbu uvnitit polysacharidu mechanismem B-eliminace. B) Exolyticky enzym se vaze na konec polysacharidu,
spousti B-eliminaci a postupné z fetézce odstépuje nenasycené monomery, dokud neni cely polymer rozstépen na

produkty o stejné velikosti [26].

Konkrétné¢ dochazi keliminaci f-1,4-glykosidické vazby mezi N-acetyl-p-D-
glukosaminem a kyselinou D-glukuronovou. Vznikla nenasycend vazba v hexuronové
kyseling slouzi jako UV chromofor na neredukujicim konci fetézce, ktery mize byt jednoduse
spektrofotometricky detekovan. Produkt miuZe byt také oznaCen na redukujicim konci
nékterym z fluorescenénich ¢inidel, diky ¢emuz muze byt separovan (chromatograficky,
elektroforeticky) a kvantifikovan na urovni nano- az pikogramu. Produktem s$tépeni tedy
mohou byt nasycené mono- a disacharidy (ziskané z neredukujiciho konce) nebo nenasycené
disacharidy [27].

Existuje zde jedna skupina prokaryotnich hyaluronidaz specifickd pouze pro HA. Jsou
to enzymy bakterie Streptomyces hyalurolyticus, které maji substratovou specifitu jen pro
HA, tudiz na rozdil od ostatnich hyaluronidaz nereaguji s CS [25]. Tato hyaluronanlyaza vede
ke vzniku 3-(4-deoxy-B-D-gluc-4-enuronosyl)-N-acetyl-D-glukosamin tetra- a hexasacharidi
[28].
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S pfitomnosti bakteridlnich hyaluroniddz se lze setkat naptiklad u bakterii rodu
Streptococcus (St. pyogenes, St. dyslatea, St. pneumoniae), Streptomyces, Clostridium,
Micrococcus, Peptococcus, Propionibacterium a Bacteroides [27].

Elimina¢ni $tépeni polymeru HA ukazuje obr. 8.

COO™ H2COH CO0O~ H2COH
eic. O 0] 0 O
~0 ﬁch 0-£ GleNAc 0 ﬁlCA O0~£_GleNAc ) ™0
HO HO etc.
OH NH OH NH
I |
=0 =
CHs CHa
COO~ H2COH
0 O
HO
OH NH
i
G=0
CHa

Obr. 8: Stépeni biopolymeru HA slozeného z GIcA a GIcNAc jednotek pomoci lyazy za vzniku nenasycenych

disacharidi. Sipky ukazuji misto §tépeni [27].

Pro Stépeni hyaluronanu lze pouzit také bakteridlni enzymy, jez St€pi chondroitin
a chondroitin sulfat, atémi jsou chondroitinaza AC | (izolovana z Flavobacterium
heparinum), chondroitinaza AC Il (Arthrobacter aurescens) a chondroitinaza ABC (Proteus

vulgaris) [29]. Na obr. 9 je zietelna substratova specifita jednotlivych enzymu [27].
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Obr. 9: Znazornéni substratové specifity bakteridlnich enzymi Vv procentech vztazené k A) hyaluronanu
a B) k chondroitinsulfatu. HA (zelené), chondroitin (zluté), chondroitin-4-sulfat a chondroitin-6-sulfat (rizové)
[27].

1.3.2 Hyaluronidazy obratlovci

Hyaluronidazy v téle obratlovcu (EC 3.2.1.35) jsou endo-B-N-acetyl-hexosaminidazy
eukaryot, které hydrolyticky §tépi HMW HA primarné na tetrasacharidy jako vysledny
produkt. Postradaji substratovou specifitu a maji tedy schopnost $tépit i chondroitin sulfat.
Tato skupina zahrnuje sav¢i testikularni a lysozomalni hyaluronidazy.

Testikularni hyaluronidaza (endohexosaminidaza) je hydrolaza, jez stépi HA i CS.
Reakce je slabé reverzibilni a produkuje pfevazné hexa- a tetrasacharidy s neredukujicim

koncem v kyseliné glukuronové a redukujicim koncem v N-acetylhexosaminech [16, 25].

1.3.3 Endo-g-glukuronidazy

Endo-B-glukuronidazy (EC 3.2.1.36) nalezeny vV pijavicich, korySich a nékterych
parazitech poskytuji St€penim [B-1,3-glykosidické vazby pievazné tetra- a hexasacharidy.
O této skupiné neni mnoho zndmo, avSak svym mechanismem S$tépeni se podobaji spise

eukaryotickym hyaluronidazam [2, 25].
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1.3.4 Fungalni hyaluronidazy

Zajimavosti je vyskyt hyaluronidaz u ftiSe Fungi. U nékolika druhti rodu Candida
(Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii
a Candida krusei) [30] byla objevena hyaluronidazové aktivita, ovSem nebyla plné
prozkoumana a proto nebude dale rozvijena. AvSak vezmeme-li Vv avahu, Ze oportunni
infekce zpusobené druhy Candida a dalSimi fungalnimi organismy se zvySuji S pouzitim
Sirokospektralnich antibiotik, protinadorovych 1ékid, imunosupresivnich latek as epidemii
AIDS, mohou byt tyto domnélé hyaluronidazy dilezité [25].

1.4 Neenzymaticka degradace hyaluronanu
Hyaluronan je kromé& enzymatického plisobeni rozkladan i jinymi neenzymatickymi
zpusoby. Mezi prozkoumané patii rozklad volnymi radialy, ultrafialovym zafenim,

ultrazvukem, teplotou a vlivem pH.

1.4.1 Degradace vlivem pH a teploty

V kyselém i alkalickém prostiedi dochazi k nahodnému $tépeni hyaluronanového
fetézce. Pii alkalickém pH jsou znieny vodikové mustky, coz ma za nasledek ztratu pevnosti
strukturniho uspofadani fetézcu a tvorbu kompaktnéjsiho flexibilniho klubka. Na zakladé
reologickych méfeni bylo zjisténo, Ze fetézce hyaluronanu retrograduji i v destilované vodé
ato vlivem teploty. Se zvySujici se teplotou klesa viskozita s linearni zavislosti na case
a exponencialni zavislosti na teploté [31].

Podrobnéji byl prozkouman vliv pH na vodny pufrovany roztok kyseliny hyaluronové.
Vysledkem je, ze k degradaci HA dochazi pti pH <4 apH > 11. V rozpéti pH 4-11 by mél
zlstat fetézec HA beze zmény. Studiem kinetiky degradacniho procesu bylo zjisténo, ze
Stépeni probihd rychleji pii pH=13, nez pifi pH=1 asoufasn¢ 1istupenn degradace
glykosidickych vazeb je pti alkalickém pH vyssi [32].

Na obr. 10 je znazornéna degradace hyaluronanu vlivem Kkyselého a alkalického

prostiedi.
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Obr. 10: Degradace HA vlivem pH na zfedény a poloziedény vodny roztok. Ve zfedéném roztoku hraje roli

intramolekularni §t€peni HA. V poloziedéném roztoku je fragmentovana polymerova sit. Degradacni efekt je
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1.4.2 Degradace ultrafialovym zaienim

Ultrafialové (UV) zafeni rozruSuje interglykosidické vazby v hyaluronanu a spolu
s fotochemickymi oxidativnimi reakcemi naruSuje fetézec polymeru asnizuje jeho
molekulovou hmotnost. Absorpce UV zafeni pii 267 nm odpovida karbonylovému
chromoforu. Zacatek procesu fotodegradace po expozici UV zafeni je pfisuzovan praveé
tomuto chromoforu. Tim je narusena fibrilarni struktura hyaluronanu a kolagenu v kuzi, coz
se muze projevit poskozenim pleti [33].

UV zafeni vyznamné postihuje derméalni mimobunécnou matrici, jejiz hlavni slozky
jsou prave kolagen, elastin a GAGSs. Jejich hlavnim tkolem je zajisténi elasticity a hydratace
pleti [34].

Zateni UVB pronika do epidermis, poskozuje DNA a zplsobuje zmény v koznich
bunkach, zatimco UVA zafeni pronika jesté hloubéji do kiiZze na uroven dermis. UVA kromé
toho, Ze poskozuje kolagen a elastin tvorici strukturu dermis, mize navic poskodit i krevni
cévy [35].

GAGSs neabsorbuji pfimo UVA ani UVB zafeni. Poskozeni téchto struktur vlivem UV
zateni probihd nepfimymi zpUsoby, jako je oxidacni poskozeni disacharidovych jednotek

pusobenim reaktivnich forem kysliku (ROS) [34].

23



UVB zareni zpUsobuje vyrazné ztraty hyaluronanu z papilarni dermis a snizuje regulaci
HAS1, HAS2 a HAS3. Krom¢ toho snizuje celkovy pocet bunc¢k. AvSak hyaluronidazy
a receptor CD 44 se vlivem UVB neméni. Zavérem lze fici, ze chronické UVB ozafovani
indukuje ztratu HA z dermis, to zpusobuje pokles hydratace pleti a ¢asem hluboké vrasky
[36].

1.4.3 Degradace volnymi radikaly

Hyaluronan je degradovan radikalovym mechanismem, ato za podpory vyssi teploty,
thiolt, pfechodnych kovi (Zeleznaté nebo médné ionty), kyseliny askorbové a peroxidu
vodiku [37]. Tento mechanismus depolymerace vyZzaduje ucast molekularniho kysliku. Volné
radikaly ndhodné S§tépi postranni skupiny fetézce a tim narusuji tercidlni strukturu. Po delsi
expozici dochazi také ke Stépeni hlavniho fetézce. Existuji tzv. lapace volnych radikald,
napt. 2,6-diisopropylfenol, ktery efektivné stabilizuje HA proti hydroxylovym radikalim
[31].

Mezi reaktivni formy kysliku patii: OH™, O,", 'NO, ONOO , H,0,, OCl a 1o, [38].
Oxidacni odbouravani nejen snizuje molekulovou velikost hyaluronanu, ale také modifikuje
jeho sacharidové sloZeni, coz generuje fragmenty, které mohou mit vlastnosti podstatné

odlisné od vlastnosti ptivodni makromolekuly [37].

1.4.4 Degradace ultrazvukem

Roztoky kyseliny hyaluronové mohou byt degradovany také ultrazvukem. Retézce
hyaluronanu o vysoké molekulové hmotnosti jsou degradovany pomaleji nez fetézce s nizkou
M. Degradace HA ultrazvukem v kyselém a alkalickym prostfedi je vyrazné podpoiena
pouze zapfitomnosti oxidanti (H,O, a NaOCI). Navzdory pouziti riznych vzorki
hyaluronanu a riznych ultrazvukovych energii, se nékolik vyzkumnych skupin shodlo, ze
ultrazvuk neumoziuje Gplnou degradaci HA polymer na monomery. Degradace ultrazvukem
vede k ziskani fetézct s molekulovou hmotnosti vyssi nez 10 kDa [31, 39].

K analyze degradovaného hyaluronanu lze pouzit hmotnostni spektrometrii s ionizaci
laserem za ucasti matrice a analyzatorem doby letu (MALDI-TOF/MS) [39] nebo se

jednoduse méfi zmény reologickych vlastnosti hyaluronanu, jako pokles viskozity [31].
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1.5 Hyaluronanové fragmenty

Mimobunéc¢né hyaluronanové polymery jsou molekuly vypliujici prostor, které
hydratuji tkan¢ ajsou antiangiogenni [40]. Velké molekuly HA se nachazeji hlavné
a imunosupresivni [41]. To je ¢astetné odvozeno ze schopnosti polymert vypliujicich
prostor, zabranit piistupu ligandu k receptorim na povrchu bun¢k.

Oproti tomu, fragmenty HA se podileji na riznych normalnich i patologickych
procesech. PovétSinou jsou vysoce angiogenni [42], zanétlivé [43] aimunostimulacni.
Aktivuji signalizaéni cesty, které jsou rozhodujici pro progresi rakoviny. Fragmenty mohou
byt zkracené produkty syntetické reakce, nebo vysledky aktivity hyaluronidaz [2, 19].

Fragmenty o velikosti 20 kDa indukuji transkripci matrixovych metaloproteinaz [44]
a stimuluji rozpoznani poranéni endotelovymi bunikami [45]. Oligomery hyaluronanu ve
velikosti 6-20 kDa indukuji expresi zanétlivych cytokini v dendritickych bunkach [46].
Oligosacharidy HA mohou jak podporovat, tak inhibovat progresi nadoru [47]. Velmi malé
oligosacharidy maji téz specifickou aktivitu. Tetrasacharidy indukuji expresi proteind
tepelného Soku a jsou antiapoptotické, tzn. potlacujici bunéénou smrt [48].

Na zakladé téchto pozorovani, lze konstatovat, ze V pribéhu katabolické drahy
hyaluronanu dochazi ke vzniku produktd o specifickych velikostech s velmi odlisnymi
biologickymi vlastnostmi. Piedpokladem je, Ze katabolismus HA je vysoce uspofadany,
kontrolovany proces, jehoZ mechanismus se opird o regulaci jednotlivych enzymovych

aktivit. Jako ptiklad fadné regulace slouzi proces hojeni ran [2].

1.6 Vyuziti hyaluronanu

Kyselina hyaluronova je vSestranné vyuzitelnd latka, jez nachazi uplatnéni predevSim
v mediciné, farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Biologické u¢inky HA zavisi na jeji
molekulové hmotnosti. Vyuziva se pro biomedicinské tucely, zvlasté pak ortopedické,
kardiovaskularni, farmakologické a onkologické aplikace [49].

HA o velikosti 250-2200 kDa nachazi uplatnéni v o¢ni chirurgii, pti 1é¢bé poranéni
chrupavky a slach, redukuje zjizveni tkan¢ a podporuje regeneraci jaterni tkané€. Pouziva se
pro vyrobu umélych koznich a kostnich §té€pii, nahradu chrupavek a jako materidl pro nahrady

tukové tkané. Je soucasti intraartikularnich injekci a biologicky aktivnich bandazi [50, 51].
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Ve velikosti 7-250 kDa se HA uplatiuje pii protirakovinné 1é¢b¢, zvySeni imunitni
odezvy na bakteridlni infekce, 1é¢bé zranéni a popalenin. Podporuje regeneraci michy po
zranéni a pouziva se jako podplrny materidl pro lécbu pomoci kmenovych bunck.

Oligosacharidy HA (4—18 mery) jsou vyuzivany k detekci nadort, k protirakovinné
1é¢bé zalozené na nanocasticich a stimulaci tvorby novych cév [50].

Hyaluronany s relativné nizkou molekulovou hmotnosti (> 10 kDa) maji dobrou
viskoelasticitu, adhezi ke sliznici a dobfe zadrzuji vlhkost. Maji tedy vlastnosti, které jsou
zadouci v oftalmologii, ortopedii, pfi hojeni ran a v kosmetice. Nicmén¢, pro Gcely regenerace
chrupavky jsou nezbytné mnohem vyssi hodnoty molekulové hmotnosti (nad 700 kDa) [51].

Chemickou modifikaci (napf. zesitovanim polymeru) lze ziskat biomaterialy, které
mohou byt kontrolované degradované a mohou usnadnit angiogenezi nebo osteointegraci (tj.

ptimé strukturalni a funkéni spojeni mezi zivou kosti a povrchem implantatu) [52].

1.6.1 Hojeni akutnich a chronickych ran

Kyselina hyaluronova se zapojuje do pocate¢nich fazi opravy tkané a hojeni ran.
Spole¢né s fibrinem piedstavuje slozku mimobunééné matrice, ktera podporuje organizaci
amigraci fibroblasti a endotelovych bun€k do mista poranéni. Hydrofilni vlastnosti HA ¢ini
fibrinovou srazeninu mék¢i, coz usnadnuje kolonizaci bunék a strukturni konstrukci noveé
vytvarené tkan¢. Tyto bunééné procesy jsou proto nezbytnymi kroky k regeneraci tkané [53].

Derivaty HA se pouzivaji k hojeni popalenin, chronickych ran (napt. diabetické viedy,
bércové viedy a proleZeniny), po chirurgickych zakrocich, ale i pfi akutnich zranénich, kde
okamzité¢ uzaviraji ranu a podporuji regeneraci dermis. Pouzivaji se ve formé ruznych
vicevrstvych obvazll. Aktivni vrstvou je specidlni derivat hyaluronanu, absorpéni vrstvou
byva celuldza (proti mokvani rany) a kryci vrstvou napt. silikon, ktery chrani ranu pted vnéjsi
kontaminaci a pied ztratou tekutiny [50, 53].

Konkrétné pro hojeni popalenin byla vyvinuta technologie HYAFF®11, pouZzivana
v medicinskych pftipravcich (Hyalomatrix, Hyalosafe a dalsi). Je zalozena na chemické
modifikaci HA esterifikaci karboxylovych skupin v kyseliné¢ glukuronové benzylalkoholem
za cilem zlepSeni stability polymeru. Modifikace ma za nasledek pokles hydrofility
karboxylovych skupin a tedy zvySeni hydrofobity polysacharidu. Hyalomatrix (na obr. 11) je
dvouvrstva sterilni ndhrada kiize pro okamzité kryti popalenin a hluboké chronické rany.

Aktivni vrstva HYAFF®11 je vyfocena zepiedu, silikonova vrstva vzadu [53].
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Obr. 11: Biomaterial z derivatu HA k nahradé¢ dermis [53].

Po zranéni nebo bcéhem =zanétu se vysokomolekularni hyaluronan rozpadd na
nizkomolekuldrni hyaluronanové useky. K degradaci muize dojit enzymaticky nebo
neenzymaticky prostfednictvim volnych radikalt ¢i mechanickym poSkozenim. Rozpad HA je
vysoce regulovany proces a neschopnost degradace HA vede k nespravnému hojeni tkané.
Proces rozpadu HA v tkani po zranéni a nasledna funkce LMW HA je znazornéna na obr. 12
[54].

HMW HA vypliiuje HMW HA zpracovadna na Efekt LMW HA na rizné
mimobunécny prostor LMW HA ndsledkem tkané
v epidermis a dermis poranéni

Obr. 12: Vysokomolekularni HA se pfi poranéni rozpada na aktivni nizkomolekularni HA (1). Keratinocyty
proliferuji a migruji prostrednictvim HA interakce sreceptorem CD44 (2). Dendritické buiky dozravaji
a uvoliuji zanétlivé cytokiny pomoci TLR4 (3). HA indukuje angiogenezi interakci s CD44 (4). Endotelialni
bunky uvoliiuji prozanétlivé cytokiny pomoci TLR4 (5). Endotelové buiiky reguluji HA a iniciuji vazbu na
CD44 na leukocytech [54].
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1.6.2 Kosmetika a esteticka chirurgie

Pravdépodobné nejvice medializovany ucinek kyseliny hyaluronové je jeji schopnost
redukce vrasek azlepSeni hydratace pleti. Lidska kuZze za kombinace nékolika vnéjsich
(zivotni prostiedi, zneCisténé ovzdusi, cigaretovy kouf, expozice UV zafeni, gravitace)
a vnitinich (genetika) vlivi podléha starnuti, které lze terapii HA zpomalit. Nejskodlivéjsim
faktorem, ktery se podili na starnuti pleti, je slune¢ni UV zafeni, které se dle vinovych délek
déli na UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) a UVC (200-290 nm). Na zemi dopada jen
UV zafeni kolem 290-400 nm a starnuti ktize vlivem tohoto zafeni se nazyva photoaging.
Photoaging zavisi pfedev§im na stupni expozice slunci a koznim pigmentu [34, 55].

Kosmetické firmy ptidavaji hyaluronanovou sil do pfipravki s anti-aging efektem a do
hydrata¢nich krémt. Uginek je spekulativni, ponévadz zavisi na prostupu hyaluronanu pies
svrchni vrstvu kiize a na koncentraci, kterd byva ¢asto velmi nizka.

Nejucinnéji funguji injekéni aplikace hyaluronanu do vrasek na obliceji, krku, dekoltu
arukou v mezoterapii (tzv. biorejuvenace). Jeden gram HA mize vazat az 6 litrd vody. To
znamena, ze ¢im vyss$i je procento HA ve slozeni, tim vyssi je jeji kapacita zadrzovat vodu.
Uptednostiuje se pouziti HA ziskané bakteridlni fermentaci, jelikoz riziko hypersensitivni
reakce je tak nizké, Ze nejsou nutné ani kozni testy. HA pouzivand v mezoterapii neni
zesiténd, tudiz je méné stabilni amé kratky polocas rozpadu. Pokud je aplikovéna
v kombinaci s jinymi G¢innymi latkami (vitaminy A, C, E, D, K a B komplex) mize byt
stimulovana vlastni syntéza z fibroblast, ¢imz je udrZzovana dostate¢na hladina HA pro
ziskani pruznosti a hydratace kuze [56].

V estetické chirurgii se vyskytuji tii typy dermalnich plniv: doc¢asna (HA a kolagen),
semipermanentni (poly-L-mlécnéd kyselina, hydroxylapatit vapenaty, polymetylmetakrylat)
a permanentni (polyakrylamidovy gel a dimetylsiloxan) [57]. Pro docileni del$iho zdrzeni
hyaluronanu v kizi musi byt pouzita chemicka modifikace biopolymeru. Dermalni plniva
docasné obnovuji objem mékké tkané kiize a tim vypliuji vrasky. Samotna HA by v kizi
nevydrzela ani tyden, zatimco po modifikaci vydrzi v pleti 6-12 mésict. Na trhu je nabizena
fada dermalnich plniv 0 koncentraci mezi 5-30 mg/ml modifikované HA (napi. Prelane,
Juvéderm, Elevess a Hylaform) [57].

Kyselina hyaluronova je dodévana v podobé prasku, ktery po smichéni s vodou tvoii
viskozni roztok. Zesiténim volné HA prostiednictvim zesitovadel BDDE (1,4-butandiol
diglycidyl ether) nebo DVS (divinyl sulfon) reagujicich na hydroxylovych skupinach, vznika
polymerni sit’, ktera ma podobu tidsiho gelu [57].
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Byla vynalezena také dvoufazova dermalni plniva (napf. Restylane), zalozena na
kombinaci zesiténych HA mikrosfér suspendovanych v nemodifikované HA. Nahled na
dvoufazové dermalni plnivo pod elektronovym mikroskopem je na obr. 13. Tato plniva
obsahuji gelové castecky stabilizované HA. Uvadi se, ze dvoufdzova plniva maji rychlou
pocatecni degradaci nezesiténé HA a pomalejsi degradaci zesiténych gelovych Castic, zatimco

jednofazové gely jsou rozlozeny rovnomérnéji [58].

Obr. 13: Dvoufazové dermalni plnivo pod elektronovym mikroskopem. (a) zesiténa

castice HA, (b-d) zobrazuji porézni sit’ uvniti mikrosféry [58].

1.6.3 Vyrobky s kyselinou hyaluronovou

Na Ceském trhu se lze setkat s mnoha vyrobky obsahujicimi kyselinu hyaluronovou
v podob¢ soli, které jsou volné prodejné ¢i na piedpis. Mezi volné prodejné patii kapky do
nosu (napi. Hysan a Olynth) akapky do o¢i (napf. Hyal-Drop, Oxyal, fada HYLO® od
Ursapharm, Bepanthen), kde je HA piidana pfedev§im pro zvlaciujici G¢inky, chrani proti
podrazdéni, vysychani sliznice a urychluje hojeni. Dale se prodava v tabletach, ve kterych by
méla mit pozitivni u¢inky na zralou plet’ (hydratace a redukce vrasek) a na podporu kloubt.
Casto se pro synergisticky u¢inek micha s kolagenem, chondroitinsulfatem a vitaminem C
[50, 56].
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Za zminku stoji ¢eska biotechnologicka spolecnost Contipro, ktera se vice nez 20 let
zabyva vyvojem a vyrobou aktivnich latek pro kosmeticky i farmaceuticky primysl a patii
mezi predni svétové vyrobce kyseliny hyaluronové. Mimo to se intenzivné vénuje vyzkumu
a v roce 2013 ptivedla na trh novy pfistroj pro vyrobu nanovlaken (4SPIN). Holding Contipro
Vv soucasnosti ovlada 60 % evropského a 30 % svétového trhu s hyaluronanem. Vyrabi
produkty veterinarni (napt. Bonharen, Anigran, Geloren a Dentaren), které slouzi pro prevenci
a 1é¢bu problémi pohybového aparatu, pro hojeni ran v Gstech zvifat, pro o¢ni aplikace apod.
Humanni produkty (napt. Hyiodine a Sorelex) jsou uréeny pro léCeni Siroké Skaly
chronickych i akutnich ran. Sorelex jsou bioaktivni bandaze pouzivané ve zdravotnictvi pro
kryti infikovanych ran s antimikrobialnimi i biologickymi G¢inky pfi procesu hojeni. Diive se
k tomuto ucelu pouzivalo sttibro, které je oproti HA télu cizi [50].

V Evropé a USA je komeréné dostupné velké mnozstvi riiznych ptipravka hyaluronanu,
slouzici pro kosmetické a zdravotni ucely. Jsou vyrabény rlznymi postupy, liSi se
molekulovou hmotnosti a tim i dobou zdrzeni v kloubu a reologickymi vlastnostmi. Znamymi
nizkomolekularni produkty jsou Sinovial (800—-1200 kDa) a Hyalgan (500-730 kDa), coz
jsou intraartikularni injekce, které se aplikuji do kloubni §térbiny, zmiriiuji bolesti, otoky
a zlepsuji funkci kloubu [50].

S vysokomolekularnim hyaluronanem se muzeme setkat napf. u produktu Synvisc
(6000 kDa). V USA prvni intraartikularni injekce hyaluronanu, SynviscOne®, byla schvalena
na zacatku roku 2009. S rostoucim poétem pacientt trpicich osteoartritidou roste poptavka po
viskosuplementaci, stejné tak je stale vétsi zajem 0 dermalni vyplné. Na trhu je ptes padesat
ruznych koznich plniv pro estetické a plastické chirurgie zaloZzenych na béazi hyaluronanu

[51].

1.6.4 Nové formy hyaluronanu

Mezi nové vyrabéné formy hyaluronanu patfi hydrogely, nanovlakna, mikrovlakna
a polymerni micely.

Hydrogely jsou polymerni sité¢ s vysokym obsahem vody a elasticitou. Poskytuji
objemné tfirozmérné prostiedi podobné skutenym tkanim [59]. Vyrabi se zesitnénim
derivatd kyseliny hyaluronové, obsahuji od 0,5-10 % HA amaji molekulovou hmotnost
kolem 60-1000 kDa. Dle vybéru derivatu ma hydrogel pozadované mechanické vlastnosti.
Do jejich struktury lze zahrnout bunky, vlakna, mikrocastice, nanocastice nebo aktivni

chemické ¢i biologické latky. Hyaluronové hydrogely a jejich rezidua jsou biokompatibilni
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a biologicky odbouratelné. Hydrogel mize slouzit jako podpurny nosi¢ (tzv. scaffold) pro
tkanové inzenyrstvi, material pro augmentaci mékkych tkani nebo k viskosuplementaci [50].
Hybridni hydrogely HA kombinované s dal$im biopolymerem (napft. chitosanem) se pouzivaji
v regenerativni mediciné, predev§im V intraartikularnich injekcich, kde prodluzuji
viskosuplementac¢ni efekt HA [60]. Jako zesitovadla se obvykle pouZzivaji malé molekuly ve
velkém poctu, napt. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), hydrazin kyseliny
adipové (ADH) a DVS. Zesitovadla preménuji linearni polysacharid na stabilni porézni
strukturu podobnou houbg, ktera zadrzuje velky objem vody. Hydrogel na obr. 14 je zesiténa
HA s polylysinem (v poméru 10:1) pomoci EDC a ADH [59].
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Obr. 14: Hydrogel HA-polylysin pod elektronovym mikroskopem [59].
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Biologicky aktivni ,scaffoldy” jsou zaloZzeny na analogii mimobunééné matrice
vyvolavajici syntézu tkani a organt, ¢ili slouzi k obnoveni funkce tkané nebo jeji regeneraci.
,ocaffoldy pisobi jako docasnd matrice pro bunééné proliferace a ulozeni matrice do té
doby, dokud tkan¢ nejsou zcela obnoveny nebo regenerovany. Biokompatibilni hydrogely
byly pouzity pro regeneraci chrupavek, kosti a jako prostiedek pro fizené dorucovani 1éku.
Hydrogely ptiznivé podporuji migraci bunék, angiogenezi a zprostfedkovavaji rychlou difuzi
zivin. Hydrogelové ,,scaffoldy* jsou intenzivné studovany v tkanovém inzenyrstvi, co se tyce
nahrad pojivovych tkani, diky jejich biochemické podobnosti s GAGs. Dalsi piirodni
polymery, které se pouzivaji k formaci hydrogeli, jsou kolagen, Zelatina, fibrin, chitosan
a alginat [61].

31



Nanovlakna (M, = 15-150 kDa) vyrabéna z HA jsou na vyzkumném poli stale velice
aktualni. Lze vytvaret rizné struktury, objemné i ploché vrstvy. Vldkna mohou byt nahodné
prektizena nebo smérove usporadana. Z hyaluronanovych nanovlaken se vyrabéji obvazy na
rany, nosi¢e pro postupné uvoliovani 1é¢iv, ,,scaffoldy, materialy vhodné pro regenerativni
medicinu, kosmeticka séra a nanomasky. Kromé toho mohou byt kombinovana s dalSimi
formami materiala (napf. s mikrovlakny) [50, 114].

Mikrovlakna (M, = 100-700 kDa) se opét pfipravuji z riznych biodegradovatelnych
derivatt hyaluronanu. Derivaty se li§i napt. v rychlosti rozpustnosti ve vodé ¢i dobé resorpce
Vv téle. Vyrabi se z nich pletené tkaniny V riznych vzorech, gramézich a velikostech. Vldkna
a textilie se mohou dale modifikovat aktivnimi ¢inidly [50].

Polymerni micely (M, = 10-20 kDa) jsou sférické castice o velikosti 20100 nm. Ve
svém plasti obsahuji hyaluronan, ktery zde slouzi k cileni molekuly do buné€k nebo tkéni,
které jsou citlivé na vazani hyaluronanu. Reaguji tak napf. s patologickymi tkanémi bohatymi
na receptory CD44. Polymerni micely maji velké uplatnéni v dermatologii pro zvyseni
penetrace aktivnich latek. Jsou schopné piekonat vrstvu ktize stratum corneum, pies kterou
mohou dodat hydrofobni 1€k i do hlubsich vrstev kiize. Vyuzivaji se tedy hojné ve farmacii
a pro cileni 1é¢iv [50, 115].
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1.7 Vyroba kyseliny hyaluronové

K vyrobé hyaluronanu bylo vyvinuto n¢kolik technologickych postupti. Obecné schéma
je rozkresleno na obr. 15. Pramyslova vyroba hyaluronanu spociva ve dvou hlavnich
postupech, kterymi jsou star$i metoda extrakce z zivociSnych tkani a dnes velmi rozsahla
mikrobialni fermentace. Obé technologie poskytuji polydisperzni hyaluronan (tj. soubor HA
fetézcd riaznych délek) o vysoké molekulové hmotnosti (My>1 x 10°Da) vhodné pro

medicinské a kosmetické vyuziti [62].

Metody produkce

kyseliny hyaluronové
J

— S

[ Extrakce ze zviFecich tkani ] [ Bakterialni produkce [ In vitro produkce ]

Streptococcus

Nepatogenni

J

Kohouti hiebinky Enzymy izolované z bakterii

Lidské pupec¢ni Siitry Streptococcus pyogenes

Hovézi synovialni tekutina Pasteurella multocida

Sklivce skotu mikroorganismy

Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Agrobacterium sp.
Lactococcus lactis

Bacillus subtilis

Obr. 15: Metody vyroby hyaluronanu [62].

1.7.1 Extrakce ze zvifecich tkani

Viubec prvni pokus o extrakci polysacharidi ze sklivce skotu provedli Karl Meyer
a John W. Palmer v roce 1934 [63]. Jejich postup inspiroval mnoho dalSich védct a v roce
1949 popsal Norman F. Boas izolaci kyseliny hyaluronové z kohoutich hiebinki [64]. Pres
cetné zpusoby izolace a ¢isténi produktu, az v roce 1979 popsal Balazs vyrobu hyaluronanu
z kohoutich hiebinkl a lidské pupecni sitiry vhodného k farmaceutickému pouziti. Extrakce

ze zvitecich tkani stale patii k zakladnim zpusobim priamyslové produkce hyaluronanu [62].
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Hyaluronan lze extrahovat téméf ze vSech tkani obratlovcid, nejéastéji z kohoutich
hiebinkt [65], sklivce oka (ryb, skotu, atd.), praseci kiize, pupecni $nury, synovialni tekutiny
¢i zralo€i chrupavky. Extrakce hyaluronanu z zivo¢i$nych tkani byly puvodné pouzivany pro
laboratorni vyzkum za uc¢elem objasnéni jeho biologického potencialu [62]. Nejvice pristupné
zdroje pro sériovou vyrobu HA o vysoké M, jsou kohouti hiebinky (1,2 MDa), lidské
pupecni $nary (3,4 MDa), sklivce skotu (77 kDa az 1,7 MDa) a hovézi synovialni tekutina
(14 MDa) [62]. Ptehled koncentraci HA Vv zivociSnych zdrojich je pro srovnani v tabulce 1
[66].

Tabulka 1: Koncentrace hyaluronanu v Zivo¢isnych zdrojich [66].

Zdroj HA (v g/l resp. g/kg)
kohouti hiebinky 8-45
hovézi synovialni tekutina 15-40
hovézi sklivec 0,3
zralo¢i sklivec 0,3
bakterialni kultury 2-6

Hyaluronan je sice rozpustny ve vodé¢, ale extrakce vysoce c¢istého hyaluronanu
0 vysoké My, z Zivoc¢iSnych tkani je obtizna, ponévadz v biologickych materidlech je obvykle
pritomen v komplexu s dalsimi biopolymery, jako proteoglykany. K uvolnéni hyaluronanu
z téchto komplext slouzi proteolytické enzymy (napf. papain, pepsin a trypsin), iont-parové
vysrazeni s cetylpyridinium-chloridem, vysrazeni organickymi rozpoustédly nebo detergenty.
K odstranéni necistot se pouziva ultrafiltrace a chromatografie. Sterilni filtraci Se odstrafuji
vSechny mikrobialni bunky pied precipitaci alkoholem, suSenim a upravou konec¢ného
produktu [62].

Nevyhodou extrakce ze zvifecich tkani je nevyhnutelna degradace hyaluronanu,
zpusobena aktivitou hyaluroniddz v zivo€isnych tkanich. Vysledkem toho je zisk vzdy
polydisperzniho hyaluronanu. Dals§i nevyhodu ptedstavuji drsné extrakéni podminky a oproti
bakterialni produkei i nizsi vytézky extrakce. Nebezpecné je zde riziko kontaminace proteiny,
nukleovymi kyselinami, bakterialnimi endotoxiny a viry. Mnozstvi necistot se lisi dle zdroje,
nejvetsi hladina proteint a nukleovych kyselin se nachazi v pupe¢ni Snlfe a hovézim sklivci
[67]. Nejvétsi riziko predstavuje prionové onemocnéni skotu BSE (bovinni spongiformni
encefalopatie) [62].

Alternativnimi zdroji k ziskani kyseliny hyaluronové jsou naptiklad jatra rejnokt
Aetobatus narinari (Siba skvrnita) [68], mof$ti mlzi Amussium pleuronectus, moiska ryba
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Cyclopterus lumpus (Hranac¢ Sedy). Zajimavou a levnou alternativou mohou byt skofapky od
vajec, které udajné obsahuji nejméné 0,5 % (w) HA [69].

Kyselina hyaluronova ziskand ze zvifeci tkané mize byt prokazana pomoci reakce
s karbazolem. Jedna se o rychly test piitomnosti HA na zakladé reakce s karbazolem v etanolu
za pritomnosti tetraboritanu sodného V testovaci tub€, po zahtati pti 100 °C na 15 min. Po
ochlazeni na pokojovou teplotu se zméfi absorbance zbarveného roztoku pii 530 nm. Druhou
moznosti je vyuZiti elektroforézy na acetatu celuldzy. Vzorek a standard je aplikovan na
acetatcelulozovy prouzek namoceny v pufru ze smési pyridin/kyselina octova/destilovana
voda (pH 3,5). Po skonceni eluce (150 V, 45 min) je prouzek obarven alcianovou modii.
Dalsi zpisoby pouzivané kK ovéfeni pritomnosti extrahované HA jsou spektralni metody, které

jsou popsany v kapitole 1.10 [70].

1.7.2 Produkce hyaluronanu bakterialni fermentaci

Poptavka po hyaluronanu ziskaného bakterialni produkci za poslednich par let velmi
vzrostla. Jsou kladené vysoké naroky na kvalitu a Cistotu hyaluronanu pro naslednou vyrobu
biomaterialli, medicinské pouziti a tkanové inzenyrstvi [71].

Principem je primyslova fermentace bakterii rodu Streptococcus, nepohyblivych,
nesporulujicich, grampozitivnich koku, které se seskupuji do pari afetizkd o rizné délce
[72]. Tyto bakterie ptirozené produkuji HA, ktera je ulozena v jejich bunééné sténé. Bakterie
jsou fermentovany v bioreaktoru pii 37 °C po dobu 25 hodin aerobn¢. Komplexni médium
obsahuje kvasni¢ny extrakt, fosfore¢nan draselny, glukézu, siran hotfe¢naty, chlorid sodny
a L-glutamat. Nasleduje dikladny proces ¢isténi. Nerozpustné necistoty a bakteridlni kmeny
jsou odstranény filtraci, metabolické produkty a necistoty o nizké molekulové hmotnosti pak
membranovou ultrafiltraci. Endotoxiny, vysokomolekuldrni proteiny a nukleové kyseliny jsou
vyvazany na adsorbenty (aluminu a aktivni uhli). Adsorbenty jsou nakonec odstranény
prefiltrovanim pies 0,45 um filtr. Timto zplsobem se ziskava vysokomolekularni HA
s vybornou biokompatibilitou [71]. K pramyslové fermentaci jsou vyuzivany piedev§im
bakterie Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Streptococcus equi subsp. equi,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus equisimilis a Streptococcus dysgalactiae [73].

Dale lze kyselinu hyaluronovou ziskat | z gramnegativni bakterie Pasteurella multocida.
Tvorba HA je vsak obvykle pozorovana u grampozitivnich bakterii, jelikoz vétsing

gramnegativnich bakterii chybi klicovy enzym pro jeji syntézu [73, 74].

35



Pfi fermenta¢nim postupu se musi Celit riziku doprovodnych bakterialnich endotoxind,
alergent a jinych nezadoucich produktd. Tento problém byl vyfeSen zavedenim genu pro
syntézu HA do jinych mikroorganismu (tzv. geneticka modifikace), vysledkem ¢ehoz je
produkce HA rekombinantnimi nepatogennimi mikroorganismy. Bakterie pouzivané k tomuto

ucelu jsou Bacillus, Lactococcus, Agrobacterium a Escherichia coli [51, 74].

1.7.3 Enzymaticka produkce hyaluronanu in vitro

Nejnovéjsi metodou produkce HA je technologie, ktera vyuziva izolované
hyaluronansyntazy ke katalyze polymerizace monomertit UDP-cukrii. Timto zpGsobem lze
vyrabét hyaluronan jak o vysoké molekulové hmotnosti, tak oligosacharidy o definované
délce a nizké polydisperzité. K produkci monodisperznich oligosacharidi HA byly pouzity
naptiklad rekombinantni hyaluronansyntazy bakterii P. multocida [62].

Srovnani vSech tii zakladnich metod vyroby HA, jejich vyhody a nevyhody jsou shrnuty

v tabulce 2.

Tabulka 2: Srovnani metod pro vyrobu hyaluronanu [62].

Metoda Vyhody Nevyhody

» rozdily ve kvalité produktt

» dobte zavedena technologie » riziko degradace polymeru
Extrakce z Zivocisnych » dostupny material za nizkou cenu » riziko kontaminace proteiny, NK a viry
zdrojii » produkt s vysokou M,, (> 20 MDa) » nutnost purifikace (Cisténi)
» ptirodni produkt » nizké vytézky

» drazsi (ndklady na ¢isténi)

] » riziko kontaminace bakterialnimi
» vyspéla technologie ) )
endotoxiny, proteiny, NK a tézkymi kovy
Bakteridalni produkce » vysoké vytézky

» pouziti geneticky modifikovanych
» produkt s vysokou M,, (1-4 MDa)

organismil
» vSestranna technologie
» moznost fizeni M,, produktu
Enzymatickd syntéza od 0,55-2,5 MDa » technologie ve fazi vyvoje

» neménna kvalita produktu

» zadné riziko kontaminace

36



1.8 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separacni analytickd metoda zalozena na rozdilné distribuci délenych
latek mezi dv€ nemisitelné faze, stacionarni (SF) amobilni (MF). Slouzi k separaci,
identifikaci a stanoveni vétSiny organickych ianorganickych latek [75]. Pro vsechny
chromatografické metody je spole¢né postupné a mnohonasobné opakované vytvaieni
rovnovaznych stavi délenych latek mezi dvéma (popf. ivice fazemi) az do ustaveni
dynamické rovnovahy [76].

Stacionarni faze mutize byt tuha latka v podobé ¢astic nebo film kapaliny zakotvené ¢i
chemicky navazané na tuhy inertni nosi¢. Vlastnosti nosi¢e jako porozita, velikost a tvar poru,
jsou podstatné pro ucinnost dé€leni. Na zakladé typu interakci délenych latek se stacionarni
fazi lze klasifikovat chromatografické metody na adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové vyménnou,
gelovou nebo afinitni chromatografii. Na separaci se mohou podilet dva i vice uvedenych
mechanismu [76, 77].

Mobilni fazi mlze byt plyn nebo kapalina, kterd undsi separované latky lozem
stacionarni faze [76]. Separace aeluce analyti zavisi na povaze SF i MF. Zustava-li
Vv pribéhu separace slozeni mobilni faze konstantni, jednd se o izokratickou eluci. Stejna
eluéni sila mobilni faze je vhodnd v ptipadé, ze maji latky podobné fyzikalné-chemické
vlastnosti (hodnoty distribu¢nich konstant). Naopak, pro separaci latek s velmi odlisnymi
vlastnostmi, se vyuziva gradientova eluce, pfi niz se elu¢ni sila mobilni faze s Casem zvysuje.
SloZeni mobilni faze je pfi ni programové ménéno ve prospéch siln€jsi elucni slozky.
Vysledkem je zGZzeni chromatografickych pikt, zvySeni citlivosti detekce a podstatné zkraceni

doby analyzy [76, 77].

1.8.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Nejcastéjsim uspofadanim je vysokoucinna kapalinové chromatografie (HPLC, High-
Performance Liquid Chromatography). Vysoka ucinnost této metody je dosazena pouzitim
kolon naplnénych velmi jemnymi ¢asticemi o velikosti 2 az 5 um a pritoku MF kolonou pod
vysokym tlakem. To vyzaduje pouziti vysokotlakych Cerpadel pracujicich za tlaki 30 az
60 MPa. V pripad¢ ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC, Ultra High-
Performance Liquid Chromatography), kde se pouziva ¢astic < 2 um muze byt dosazeno tlaku
az 130 MPa [77, 78].
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1.8.2 Instrumentace ve vysokoucinné kapalinové chromatografii

Sestava jednoduchého kapalinového chromatografu se sklada ze zakladnich casti,
zajiStujicich transport mobilni faze (vysokotlaka Cerpadla), davkovani vzorku (vysokotlaké
davkovaci ventily, automatické davkovace), separaci latek (analytické kolony), detekci,
zdznam a zpracovani dat. VSechny moderni kapalinové chromatografy by mély spliiovat fadu
pozadavkl, které zabezpeCuji wéinnost chromatografické separace, reprodukovatelnost
reten¢nich dat a pfesné kvantitativni vysledky [78].

Mobilni faze je ze zasobnikli ddvkovana pomoci vysokotlakych ¢Cerpadel, kterd musi byt
konstruovana z nerezovych materidlli, odolnych vi¢i pomérné¢ agresivnim mobilnim fazim
a vici vysokému tlaku. Vhodné jsou nerezova ocel, titan ¢i keramické materialy. Zakladnim
pozadavkem je zajiSténi stabilniho pritoku MF. Zména priitoku mobilni fize by se m¢la dat
nastavit v sirokém rozmezi od 0,1 do 10 ml. Vnitini objem Cerpadel by mél byt co nejmensi,
aby umoznil rychlou vyménu mobilni faze. Bublinky rozpusténych plyna, které by se mohly
uvolnit pii zméné tlaku na vystupu z kolony nebo v kolong, je nutno odstranit, protoze ptisobi
rusivé na funkci ¢erpadel i na signal nékterych detektort. Nejéastéji se pouziva probublavani
heliem nebo vakuovy degasser. Vysokotlaka cerpadla se principidlné déli do dvou skupin, na
Cerpadla pracujici pfi konstantnim tlaku nebo konstantnim objemovém prutoku. Existuji
¢erpadla pneumatickd, injekéniho typu, pistova, membranova a dvoupistova zapojena do série
[77, 78].

Pro davkovani vzorku se pouzivaji manudlni smyckové davkovace na principu
piepinacich ventilti nebo automatické davkovace (tzv. autosamplery). Davkovaci vysokotlaké
ventily mohou vyuzivat davkovaci smycku o raznych objemech (od 0,2 ul do 2 ml) nebo
konstantni objem vnitiniho prostoru ventilu [77, 78].

Takzvanym srdcem chromatografu je chromatografické kolona, na jejiz volbé zavisi
cela chromatograficka separace. Dilezitymi aspekty pii vybéru kolony jsou druh sorbentu
a velikost c¢astic. Kolony jsou rovné trubice s dokonale hladkym wvnitinim povrchem,
zhotovené z materidlu odolného proti vysokym tlaklim a chemickému plisobeni mobilni faze
a separovanych latek. Pouzivanymi materidly jsou antikorozni ocel S leSténym vnitfnim
povrchem, tlustosténné trubice z borosilikatového tvrzeného skla (pouzitelné pouze do tlakt
20 MPa) a polyetheretherketon (PEEK) [77, 78]. Rozméry kolon zaviseji na G¢elu pouziti a na
velikosti castic naplné. S rostouci délkou kolony se umérné zvySuje ucinnost separace,
soucasn¢ i doba analyzy a pracovni tlak [43]. Kolony v HPLC lIze klasifikovat podle priméru
(d), délky () a prutoku mobilni faze (Fy) na kolony preparativni (d > 10 mm, | v desitkach
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cm, Fn ve stovkach ml/min), analytické (d = 2,1-5 mm, | = 10-30 cm, Fy, = 0,5-3 ml/min),
mikrokolony (d=0,5-1mm, [=5-30cm, Fy;=0,05-0,2ml/min) akapilarni kolony
(d =100-500 pm, | = 10-30 cm, Fp, = 1-20 pl/min) [79].

Dle povahy loze stacionarni faze se rozliSuji kolony plnéné diskrétnimi casticemi
sorbentu a monolitické kolony se stacionarni fazi pfipravenou ,.in situ ve form¢ jednoho
kusu [46]. Jsou znamé tfi typy monolitickych kolon - anorganické, polymerni a stlacitelné
monolity (komprimované gely). Vyhodou monoliti je snadnd pfiprava, Siroka moznost
modifikace, vy$si permeabilita a dobra Gi¢innost separace [77, 79]. Klasické porovité naplné
vykazuji velky odpor vii¢i ptevodu hmoty ve Stagnujici mobilni fazi, ktery se da potlacit
zmensenim priméru &astic. Cim mensi je velikost &astic v kolong, tim vyssi je udinnost
separace, ovSem rostou problémy s plnénim kolon a vysokymi pracovnimi tlaky. Dale lze
pouzit tzv. povrchové porézni Castice, kde je tenka aktivni vrstva sorbentu (cca 0,5 pm)
nanesena na neporéznim kulovitém jadru [77]. Rozdéleni stacionarnich fazi do skupin neni
snadné. Casto se lze setkat s¢&lenénim dle chromatografického separaéniho médu na
chromatografii s normalnimi fazemi (NP-HPLC) nebo obracenymi fazemi (RP-HPLC),
chromatografii hydrofilnich interakci (HILIC), iontové vyménnou (IEC), iont-parovou (IPC),
gelovou permeaéni/ chromatografii stérické vyluky (GPC/SEC), afinitni nebo chiralni
chromatografii. Clenéni neni dostatené, protoze jedna faze miiZe pracovat ve vice modech.
Pfevazné se pouzivaji naplné s chemicky vézanymi stacionarnimi fazemi, pficemz podle
navazané funk¢ni skupiny rozlisujeme polarni (-NHp, dioly), stiedné polarni (-CN), nepolarni
(-Cs, -Cis, -fenyl) a amfoterni (zwitterionty) stacionarni faze [77, 79].

Detekéni systémy v chromatografii zaznamenavaji rozdil mezi prichodem cisté mobilni
faze a mobilni faze obsahujici eluovanou slozku. Béhem detekce muze a nemusi dojit
k chemickym zménam a nevratnému poskozeni analytu. Z tohoto hlediska se detektory déli na
destruktivni a nedestruktivni. Dalsi klasifikace rozliSuje detektory koncentra¢ni a hmotnostni.
Koncentra¢ni detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky v efluentu nezavisle
na rychlosti pfivodu slozky do detektoru. V idealnim piipadé je odezva detektoru piimo
umérnad koncentraci eluujici slozky. Hmotnostni detektory reaguji na zménu hmotnostniho
toku detekované slozky vstupujici do detektoru. Selektivni detektory poskytuji signal umérny
pouze koncentraci analyzované sloZky V eluatu auniverzalni detektory poskytuji signal
umérny dané vlastnosti eluatu jako celku. Do specialnich pozadavkt na detektory patii
vysoka citlivost, univerzalnost, specifita, linearita, nizky Sum nulové linie, nedestruktivnost

a dal3i. Sum detektoru se projevuje rozkmitanym zapisem nulové linie. Je duisledkem kolisani
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experimentalnich parametrd, jako jsou prutok mobilni faze, teplota, napéti v siti apod.
NejCastéji pouzivané detektory v kapalinové chromatografii jsou spektrofotometricky
(UVIVIS detektor), fluorescen¢ni (FLD), hmotnostni, elektrochemicky, detektor rozptylu

svétla (ELSD), refraktometricky, vodivostni a chemiluminiscenéni [77, 78].

1.9 Derivatizace v kapalinové kolonové chromatografii

Derivatizace sloucenin je cilena pfeména chemické struktury analytu chemickou reakci
funkéni skupiny s vhodnym derivatizaénim c¢inidlem. Produktem je derivat o definovaném
slozeni, ktery ma pozadované fyzikalné-chemické vlastnosti. Derivatizace se pouziva pro zisk
kvalitativné novych vlastnosti separovanych latek, které se projevi zvySenim citlivosti
detekce, zlepSenim separace a usnadnénim identifikace nebo stanoveni. Dle toho, kdy je
reakce provedena, se rozliSuje technika piedkolonové a post-kolonové derivatizace, které
mohou byt v rezimu on-line ¢i off-line [78, 80].

Off-line piedkolonova derivatizace je jednoducha metoda, ktera nevyzaduje specialni
instrumentaci, ponévadz reakce probiha mimo chromatograf. V pifipadé on-line predkolonové
derivatizace kreakci dochazi v mikroreaktoru, kam je vzorek a derivatizacni c¢inidlo
davkovano automaticky pomoci smycek o riznych objemech asméSovaciho T kusu.
Vyuzivaji se Casto derivatiza¢ni €inidla, ktera poskytuji produkty vyznacujici se intenzivni
fluorescenci. Reakce se zastavi ve chvili, kdy reakéni smés vstoupi do chromatografické
kolony a komponenty se zacnou separovat [78].

Pristupuje-li se k derivatizaci az po prachodu latek kolonou, jedna se o post-kolonovou
derivatizaci. Off-line technika spociva ve sbéru frakci eluatu z kolony, které jsou nasledné
derivatizovany a jiz se S ni v praxi nesetkavame. On-line mod se provadi v mikroreaktorech
zatazenych mezi kolonu a detektor. Pokud je funkce reaktoru a detektoru spojena, mluvime
o reakénich detektorech. Tato technika je nakladné&jsi, nebot’ vyzaduje specialni zafizeni.
Derivatizacni reakce musi probihat rychle apouZivand cinidla by méla poskytovat
kvantitativni reakci. Post-kolonova derivatizace pfinasi fadu vyhod, naptiklad eliminaci
veskerych manualnich operaci, vedlejsi produkty reakce nejsou na zavadu a reakce muze byt
neselektivni. Derivatiza¢ni reakce nemusi probihat zcela kvantitativn€, protoze rozhodujici je
dobra reprodukovatelnost chemické reakce. Mezi nevyhody pak patii pritomnost
nezreagovaného prebyteCného cinidla, které samo poskytuje signdl. Dal§i problém
predstavuje rozmyvani chromatografické zony pii pruichodu mobilni faze mikroreaktorem,

coz ma za nasledek snizeni G¢innosti separace [78].
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1.9.1 Derivatizace hyaluronanu

K detekci nenasycenych disacharidi hyaluronanu (ADi-HA) je nejjednodussi vyuziti
absorpce UV zafeni pii vlinové délce kolem 230 nm, jez je umoznéna dvojnou vazbou
Vv kyseliné¢ uronové vzniklou po degradaci hyaluroniddzami. Detekovatelné mnozstvi se
nachazi vrozsahu nanogramui. A-Disacharidy siln¢ absorbuji pii 232 nm ajejich molarni
absorpéni koeficient nabyva hodnot 5500 M cm™ [81]. Nicméné detekce v UV/VIS oblasti
spektra neni dostate¢né citliva a nékdy vyzaduje ¢asov€é naro¢né a zdlouhavé piipravy. Pro
zlepSeni detekénich limitt a selektivity se proto provadi derivatizace hyaluronanu s naslednou
separaci (chromatografickou nebo elektroforetickou) a vhodnou detekei (UV, fluorescencni ¢i
hmotnostni). Fluorimetrickd detekce dovoluje rozsitit stanovitelné mnozstvi na uroven
pikogramd.

Mezi znama derivatizaéni ¢inidla vhodna pro piedkolonovou derivatizaci nenasycenych
disacharid patéi dansylhydrazin, 2-aminopyridin a 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon. Klasické
post-kolonové reakéni ¢inidlo pro redukujici cukry je 2-kyanoacetamid, které vykazuje az
Ctyfistandsobné silnéjSi intenzitu fluorescence neZ neutrdlni monosacharidy. Umoziuje
stanovit GAGs Vv rtiznych biologickych vzorcich jako je plasma, sérum, krevni buiiky, mo¢
atkané [29]. Nevyhody fluorimetrické detekce s témito Cinidly jsou pro 2-kyanoacetamid
nutnost pouziti teflonové reakéni civky a pro 2-aminopyridin délka derivatizace z diivodu
nutné nasledné redukce meziproduktu dimethylaminboranem [82].

Postupy derivatiza¢ni reakce hyaluronanu s fluorofory vychazeji z prvotniho postupu,
ktery popsal Jackson vroce 1991 aod té doby jsou rtzné¢ modifikovany [83]. Vzorky
s obsahem GAGs jsou pfedem podrobené enzymatickému S$tépeni a vysuSeny do sucha
inertnim plynem ¢&i lyofilizovany. Nasledn¢ se piidava vhodné derivatiza¢ni ¢inidlo. Fluorofor
obsahuje primarni aminoskupinu. Navazani aminoskupiny fluoroforu probiha na redukujici
konec (aldehydovy uhlik) sacharidu. Reakci vznika imin, tzv. Schiffova baze, ktera je
stabilizovana reduktivni aminaci Kkyanoborohydridem sodnym. Takto vznikaji stabilni
fluorescenéni derivaty sacharidi, které pak mohou byt separovany a detekovany [84, 85].

Kyanoborohydrid sodny se pouziva pro reduktivni aminaci aldehydl a ketont a také pro
reduktivni alkylaci amina [28]. Nevyhodou je jeho toxicita, pfedev§im pii styku s kyselinami
dochazi k vyvinu jedovatého plynu. Proto se v posledni dobé jako ndhrada pouziva netoxicky
2-pikolinboran, ktery je navic stabilni v kyselém prostfedi, neni zdrojem sodiku a je vice
selektivni. Derivaty se diky tomu hodi pro naslednou analyzu pomoci hmotnostni

spektrometrie po ionizaci elektrosprejem (ESI/MS) [85, 86].
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1.9.2 2-aminoakridon
Bioreagent 2-aminoakridon (na obr. 16) s Mw = 210,23 g/mol, znamy pod zkratkou
AMAC, je velmi oblibené derivatiza¢ni ¢inidlo spojené se zna¢enim vSech GAGS. Umoziiuje

nasledné pouziti jak fluorescencni, tak hmotnostni detekce pro kvantitativni stanoveni [85].
O]
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Obr. 16: 2-aminoakridon [28].

Je to vysoce fluorescencni aromat obsahujici primarni aminovou skupinu, kterd reaguje
s aldehydovou skupinou redukujiciho cukru. Derivatizace hyaluronanu s 2-aminoakridonem
je zakreslena na obr. 17 [16]. Molekulovou hmotnost vysledného derivatu lze vypocitat
nasledovné: ADi-HA + AMAC — H,0 + 2 H = 379 + 210,23 — 18 + 2 = 573,23 g/mol.
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Obr. 17: Derivatiza¢ni reakce nenasyceného HA disacharidu s 2-aminoakridonem. 1) V roztoku jsou redukujici
cukry vrovnovaze (uzaviena vs. oteviena konformace), II) Volny redukujici konec sacharidu (aldehydova
skupina) reaguje sprimarni aminoskupinou v ¢inidle atvofi Schiffovu bazi, III) Reduktivni aminace

kyanoborohydridem sodnym za vzniku derivatu [16].

Vinova délka excitace a emise tohoto fluoroforu jsou 425 nm a 532 nm. AMAC je

hydrofobni molekula stabilni v Sirokém rozsahu pH [28]. V neutralnim a alkalickém prostiedi
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je nenabity a proto se hodi pro analyzu malych kyselych sacharidii. Vinova délka emise
zpusobuje zluté zbarveni derivati v UV svétle [84].

ProtoZe volné ¢inidlo je vice nepolarni, nez jeho derivaty, je v RP-HPLC eluovano az
po derivatech [87]. Derivaty 2-aminoakridonu jsou vyjime¢né stabilni i po jednom mésici
uchovani pfi pokojové teploté. Nejcastéji jsou separovany pomoci RP-HPLC-ESI-MS [28].

Mimo to se o nich lze ¢asto docist ve spojeni s fluorofory podporovanou gelovou
elektroforézou (FACE). Je to uzite¢na metoda pro urCeni disacharidového slozeni vSech
GAGs [88]. AMAC derivaty maji stejnou hodnotou molarni fluorescence nezavisle na jejich
chemickém slozeni. Vysledny oznaceny sacharid tedy poskytuje fluorescencni signal zavisly
vyhradné na fluoroforu. Po separaci se relativni fluorescence kazdého pruhu kvantifikuje
CCD (,,charge-coupled device”) kamerou. Identifikovany jsou ruzné $tépné produkty a témi

jsou v ptipadé hyaluronanu bud’ ADi-HA, nebo nasycené neredukujici Di-HA [89].

1.9.3 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova kyselina

Kyselina 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova (C10HgNOgS3) s My, = 383 g/mol, neboli
ANTS (obr. 18), je fluorescen¢ni ¢inidlo S excitaénim maximem pii vinové délce 365 nm
aemisnim maximem pii 515 nm. Cinidlo obsahuje tfi sulfonové kyseliny zdporné nabité
v §irokém rozmezi pH [85]. Ty udé€luji ptivodné neutralni molekule tfi negativni naboje, diky

nimz muze zna¢ena molekula migrovat v elektrickém poli.

NH, SOgH

HO,S l l SO4H

Obr. 18: ANTS [28].

Pomoci ANTS mohou byt znaCeny kyselé ineutralni sacharidy. Jejich separace je
zaloZena jak na naboji, tak na velikosti. Pohyblivost neutralnich derivati zavisi pfevazné na
jejich velikosti, protoze vSechny maji diky ANTS stejny naboj [84].

S timto Cinidlem se Castéji setkavame Vv polyakrylamidové gelové elektroforéze (PAGE)
a kapilarni elektroforéze (CE), nez v HPLC. PropUjcuje sacharidim elektricky naboj
a fluorescenci. Princip derivatizacni reakce je opét zalozen na vzniku Schiffovy baze [90].

Reakce redukujiciho cukru s ¢inidlem ANTS je znazornéna na obr. 19 [91].
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Obr. 19: Polysacharid v oteviené konformaci sredukujicim koncem (l), znadeni redukujiciho sacharidu

fluoroforem ANTS (1), vznik Schiffovy baze a redukce pomoci kyanoborohydridu sodného (111) [91].

Pomoci ANTS mohou byt znaceny i neStépené polysacharidy. Konjugat je pak
jednoduse odseparovan od volného ¢inidla pomoci 75% etanolu, v némz je ANTS na rozdil
od polysacharid vysoce rozpustny. Ke konjugaci s polysacharidy se pouziva 0,02 M ANTS
Vv kyselin¢ octové/vodé (3/17, v/v) v poméru 1:400 (polysacharid:ANTS), coz je optimalni
pomér pro vysoce efektivni konjugaci mezi polysacharidem a ¢inidlem. Smés se micha na
vortexu a inkubuje ve vodni 1azni. Poté se piidava 1 M NaCNBH3; a v kone¢né fazi se zbavuje
volného ¢inidla promytim 75% etanolem. Touto metodou se daji separovat polysacharidy ze
zvitecich tkani a krevniho séra [92].

V poslednich par letech je zajem ptfedevsim o studium glykoproteint, kterym se zabyva
obor glykomika. Glykosylace je nejcastéjsi posttranslacni modifikace proteini a hraje
dulezitou roli v zivych organismech. Déli se podle typu vazby sacharidi s proteiny na
N-glykosylaci a O-glykosylaci. Obé nabizeji rozdilné analytické piistupy, vétSinou zalozené
na enzymatickém uvolnéni glykanti z glykoproteini. Uvolnéné glykany jsou analyzovany
Casto pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(HPLC/MS) akapilarni elektroforézy spojené s hmotnostni spektrometrii (CE/MS). Pro on-
line detekci je pak nutna derivatizace chromofory nebo fluorofory. Jednim z nejcitlivéjSich
znaCek pro laserem indukovanou fluorescenci je pravé ANTS nebo APTS
(8-aminopyrentrisulfonova kyselina). ProtoZze spoustu glykani obsahuje zaporné nabité
sialové kyseliny, negativni naboj na ¢inidle nemtize neutralizovat naboj analytu a tudiz cely
znaceny glykan ma negativni naboj. Kazda nabitd znacka podporuje ionizaci v MS, kde se
vSak o¢ekava extra vysoka citlivost u pozitivné nabitych molekul. Proto byla vyvinuta metoda
tzv. kationtového znaceni sacharidi pomoci AETMA ((2-aminoethyl)-trimethylammonium
chlorid hydrochlorid). Pfed znacenim jsou polysacharidy hydrolyzovany (napf. dextran

kyselinou trifluoroctovou pii 100°C) [93].
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1.9.4 Dansylhydrazin

Dansylhydrazin  (DNS-H)  neboli  5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonohydrazid
s M, =265,33 g/mol na obr.20, je fluorescenéni barvivo, které patii do skupiny
substituovanych hydrazint a fadi se k ¢inidlim selektivnich pro karbonylovou skupinu. Ma
vlnovou délku excitace pti 340 nm a emise 525 nm (v ethanolu). Pouziva se také k detekci
separovanych glykoproteini pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Muze zpusobit podrazdéni o¢i a kiize [28]. Generace
fluorescencnich disacharidovych derivati HA piisobenim dansylhydrazinu je rychla a levna
[82].

rTlHNH2
0=Ss=0

N
VAR
H;C CHj3

Obr. 20: Dansylhydrazin [28].

1.10 Stanoveni hyaluronanu spektralnimi metodami

Pro kontrolu pfitomnosti enzymaticky oSetfeného nebo cerstvé vyprodukovaného
hyaluronanu (jak ze zvifecich tkani, tak bakterialn¢) se Casto pouzivaji spektralni metody.
Slouzi k jeho charakterizaci a ke kontrole ¢istoty srovnanim se standardy.

Tyto metody se také uplatiiuji pii charakterizaci dvojné vazby V hyaluronanovych
fragmentech. K tomuto ucelu lze vyuzit metody nuklearni magnetické rezonance (NMR),
Ramanovu spektroskopii, infragervenou (IC) a UV/VIS spektroskopii. Dvojna vazba v HA je
vyznamna z toho divodu, Ze tvoii komplex s radikaly (ROO, HO) za pusobeni UV zafeni
a snizuje toxicitu radikali diive, nez jsou absorbovany v lidské pokozce. Castecné tedy chrani

plet’ pied skodlivymi G¢inky UV zateni [94].

1.10.1 UV/VIS spektroskopie

Nenasycend vazba v HA fragmentech se jednoduSe detekuje pomoci absorpéni
spektroskopie v UV/VIS oblasti. Absorpce UV zafeni kolem 230 nm nalezi dvojné vazbé
mezi Ctvrtym a patym uhlikem v kyselin€ glukuronové. Toho se vyuZiva pro detekci

nenasycenych disacharidi ik pouhé kontrole Gc¢innosti St€peni enzymu. Absorbovat vsak
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muze spoustu jinych slozek roztoku, ¢imz mize dojit k piekryvu absorpénich past ¢i posunu

absorpéniho maxima. Metoda se tudiz pfilis§ nehodi pro vzorky se slozitou matrici [17].

1.10.2 FT-1C spektroskopie

Castym zptsobem K detekci fragmenti je infratervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FT-IC) v ATR moédu (tj. zeslabeny Gplny odraz) za pouziti fluoridu barnatého.
Vzorek HA (cca 0,5 ml) je nakapan ve tfech vrstvach na BaF; a vysuSen, poté piekryt dalsi
vrstvou BaF, a proméfen. Spektra byla zaznamenana ve stiedni IC oblasti 4000800 cm™.
Potvrzeni spociva v porovnani spekter vzorku se standardem. Charakteristické absorp¢ni pasy
funkénich skupin HA jsou pfiblizng 3300-3500 cm™ (OH a NH), 1645-1650 cm™ a 1565
1587 cm™ (CO, CN, NH ve skupiné NHCOCH3), 28912900 cm™ (CH), 1423-1435 (CH,)
a1070-1081 cm™ (COC, CO, COH). Dvojna vazba CH=C vznikla po §t&peni se nachazi pfi
1550 a 1750 cm™ [70, 94].

Rovnéz lze pouzit Ramanovu spektroskopii, pomoci které byly prométeny tfi vzorky
HA o rtiznych molekulovych hmotnostech (31 kDa, 235 a 1200 kDa). Pro 31 kDa HA byl
naméfen ostry pas pii vinoétu 1661 cm™. Intenzita pasu stoupa s klesajici molekulovou

hmotnosti, coz znaci tvorbu dvojné vazby v molekule fragmentu [94].

1.10.3 NMR

'"H NMR i ®C NMR spektroskopie lze pouzit pro charakterizaci HA fragmenti. Jako
rozpoustédlo pro vzorky se pouziva D,0 a vnitini standard TSP (trimethylsilyl propionat).

Spektra ‘H NMR ukazuji charakteristické piky pii chemickém posunu 1,9 ppm, které
nalezi protonu z -CHj; skupiny. Signaly v oblasti 3,3-5,6 ppm odpovidaji protonim
z D-glukuronové a N-acetylglukosaminové jednotky. HA ve formé kyseliny bude mit misto
Na® (v COO'Na") vodikovy proton H*, coZ se projevi signalem pfi 7,8 ppm (proton z COOH
skupiny) [95].

Dvojna vazba CH=C fragmentd je dokazana signaly pti 5,77 ppm (*H) a 107,5 ppm
(*C) [94].
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1.11 Stanoveni hyaluronanu chromatografickymi metodami

Obecn¢ je HPLC nejpohodIn€jsi a nejefektivnéjsSi metodou nejen pro strukturalni
a kvantitativni analyzu GAGs, ale ipro purifikaci vzorku aur¢eni molekulové velikosti
fragmenta [17].

Polymerni fetézec hyaluronanu musi byt pied vlastni analyzou nejprve rozstépen na
krat$i jednotky, nejlépe nenasycené disacharidy. K tomuto ucelu se pouzivaji specifické
enzymy. Jejich charakteristika, typy a mechanismus S$tépeni byly popsany v kapitole 1.3.
Ziskané fragmenty lze derivatizovat vhodnym Ccinidlem, nejéastéji 2-aminoakridonem ¢i
dansylhydrazinem [88]. Derivatizaci hyaluronanu objasnuje kapitola 1.9.1.

Nachazi-li se ve vzorku idalsi GAGs, je lepsi pouzit substratové specifické
hyaluronidazy produkované kmenem Streptomyces hyalurolyticus. Chondroitinazy sice
ucinn¢é produkuji ADi-HA, ale i ADi-0S, coz jsou epimery liSici se pouze na ¢tvrtém uhliku
V hexosaminové ¢asti, disledkem ¢ehoz se stdva vzajemna separace téchto dvou disacharidi
obtizna [17].

Nenasycené disacharidy byly separovany pomoci riznych typi vysokoucinné
kapalinové chromatografie [81]. K analyze hyaluronanu muize byt zvolena NP-HPLC, RP-
HPLC (pro derivatizovany hyaluronan), IPC, aniontové vyménna chromatografie, GPC,
UHPLC iHILIC. Po HPLC separaci lze volit mezi klasickou UV detekci, citlivéjsi
fluorescenéni detekci nebo hmotnostni spektrometrii. Je mozna i vodivostni detekce, avSak
jeji citlivost a selektivita je oproti UV detekci na horsi urovni [17].

Separaci nenasycenych disacharidi derivatizovanych dansylhydrazinem na chemicky
vazané aminopropylové fazi popsal Volpi [82]. Mobilni fazi tvofil acetonitril a 100 mM
acetatovy pufr (pH 5,6) v poméru 90:20. Fluorescence byla monitorovana pii vinové délce
excitace 350 nm aemise 530 nm. Touto metodou byly nenasycené disacharidy GAGs
extrahované ze zviteci tkan¢ separovany pii pouziti izokratického rezimu s citlivosti vyssi nez
50 pmol (cca 20-30 ng) [88].

Chceme-li vyuzit pouze spektrofotometrickou UV detekci (A =232 nm), lze stanoveni
provést nejlépe metodou NP-HPLC, IPC ¢i GPC/SEC [17]. Nedavno byla optimalizovana
prvni chromatografickd metoda k pfimému stanoveni nederivatizovaného hyaluronatu
sodného ve farmaceutickych roztocich. K tomuto ucelu byla pouzita SEC s UV detekci pii
205 nm. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona BioSep SEC S2000 (300 mm x 7,8 mm).
Izokratickou mobilni fazi tvofil pufr 0,05 M dihydrogenfosforecnan draselny o pH 7,0. Diky
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vynechani derivatizaéniho kroku Setfi tato metoda &as inaklady. Resi navic potize
s nestabilitou mnohych reakénich produktd vzniklych pii derivatizaci [96].

V poslednich nékolika letech je pro analyzu GAGs (resp. jejich disacharidy
a oligosacharidy) c¢asto vyuzivana RP-HPLC [97] ¢i UHPLC [98] ve Spojeni S hmotnostni
spektrometrii ¢i tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) [97].

Metodou RP-HPLC-ESI-MS byly analyzovany a strukturné charakterizovany HA, CS
a DS disacharidy ziskané enzymatickym S$t€penim chondroitinazou ABC a derivatizované
s ¢inidlem AMAC. Separace probéhla na oktadecylsilikagelové koloné (C18), mobilni fazi
tvorfil octan amonny (60 mM, pH 5,6) a acetonitril. Vlnova délka excitace byla nastavena na
428 nm a emise 525 nm. Zaroven byla pouzita ionizace elektrosprejem pii snimani zapornych
iontt [99].

Specialnim novéjsim typem je metoda ZIC-HILIC (zwitteriontova chromatografie
hydrofilnich interakci), pouzitelna pro simultdnni separace celé skupiny GAGS z biologickych
vzorkl. V ptipadé ZIC jde o chemicky vazané funkcni skupiny nesouci pozitivni a negativni
naboj, které se vyznacuji vysokou polaritou a afinitou k vodé¢ [100]. Mobilni fazi tvofila
voda:ACN:octan amonny. Disacharidy znac¢ené 2-aminobenzamidem byly detekovany

fluorescen¢né pti vinové délce excitace 330 nm a emise 420 nm [101].

1.12 Stanoveni hyaluronanu elektroforetickymi metodami

ProtoZe hyaluronan je polyanion, Ize ho separovat v elektrickém poli pomoci rtiznych
elektroforetickych technik, planarnich i kapilarnich. Velkou vyhodou je, ze u spousty metod
nemusi byt provedeno enzymatické $tépeni a HA miZze byt analyzovana v nezménéné podobé
(napf. elektroforéza na agar6zovém gelu, na acetatcelulé6zovy membrané ¢i polyakrylamidova

gelova elektroforéza).

1.12.1 Planarni elektromigracni techniky

Jiz vroce 1984 védci Hampson a Hallagher [102] aplikovali rozliSovaci schopnost
polyakrylamidové gelové elektroforézy, pouzivané tehdy pro vyzkum nukleovych kyselin, na
analyzu glykosaminoglykanovych oligosacharidi. Na tomto =zakladé¢ byla vyvinuta
polyakrylamidova elektroforéza se zvySenou citlivosti (SE-PAGE, sensitivity-enhanced)
[103], ktera umoziovala Separovat nizkomolekularni GAGs od poctu disacharidovych

jednotek n =8 az do vice nez n=100. Pouzival se ktomu 10% polyakrylamidovy gel.
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Detekce byla uskute¢néna pomoci alcianové modii v kombinaci s barvenim stfibrem, ktera
piinasi asi stonasobné vyssi citlivost ve srovnani s fluorimetrickou analyzou [102, 103].

Poté byla metoda SE-PAGE urychlena pouzitim mini-deskovych gela (8 x 9 x 0,1 cm)
a dalSimi men$imi Gpravami v pavodnim postupu. Citlivost stacila pro analyzu oligosacharidu
0 jednotkach n = 5-50. Nejprve bylo provedeno ¢asteéné Stépeni pomoci hovézi testikularni
hyaluronidéazy, ktera dava homologické fady oligosacharidi, z nichz nejmensi je tetrasacharid,
n2-mer. Optimalni koncentrace akrylamidu v polyakrylamidovém gelu byla nastavena tak,
aby doslo k rozdé€leni co nejvétsiho mnozstvi oligosacharidi do diskrétnich pruhd. Ukazalo
se, ze pii koncentraci 15 %, bylo dosazeno lepSiho oddé€leni pasti mensSich oligosacharidii.
Polyakrylamidovy gel dale obsahoval 0,5% N,N’-methylen-bis-akrylamid v 0,1 M tris-borat-
EDTA (TBE) pufru o pH 8,3. Pro elektroforeticky pohyb byl vzorek smichan s 2 M sukrézou
v TBE pufru a 2 ul smési byly aplikovany ptimo na gel. Jako sledovaci barvivo byla pouzita
bromfenolova modi a zasobnim pufrem byl TBE. Ihned po elektroforéze byly oligosacharidy
fixovany v gelu pomoci 0,05% vodného roztoku alcianové modii. Poté byl gel podroben
barveni stiibrem [104]. Dodnes se tato metoda pouziva pro déleni hyaluronanovych
fragmentd pfi pouzitém napéti 125 V/10 min a nasledn¢ 200 V/20 min. Pouziti mini geld
mén¢é nez 1 ng/pruh, coz je 50x citlivéj$i nez u puvodni SE-PAGE [104]. PAGE navic patfi
k metodam, pomoci nichZ je mozné analyzovat neporusené glykosaminoglykanové fetézce
[105].

Elektroforéza na 0,5% agarézovém gelu slouzi Kur€eni distribuce molekulovych
hmotnosti kyseliny hyaluronové jiz od roku 1994 (Lee a Cowman) [106]. V roce 2011 byla
pivodni metoda pozménéna za cilem zlepsit rozliseni, citlivost a rychlost separace. Velikost
gelu byla zredukovana na 10 x 6,2 x 0,65 cm, koncentrace agarézového gelu a pufr tris-
acetat-EDTA byly zachovany. Byla analyzovana nizka koncentrace vzorku (0,3—0,5 mg/ml),
protoze u HMW HA hrozi zaplétani fetézcu. Napéti se udrzuje na nizké hodnoté (40 V), aby
nedochazelo k zahrati gelu a odchylkam v mobilité vzorku kvuli orientaci molekul. K barveni
se pouziva Stains-All. Tato metoda je vhodna pro HA s M, > 200 kDa. Vzorky o nizsi
molekulové hmotnosti mohou byt analyzovany na agarézovém gelu s vysSim stupném
zesiténi nebo na polyakrylamidovych gelech [106].

Mezi dalsi planarni elektroforetické techniky pouzivané ke stanoveni GAGS, patii
elektroforéza na membrané z acetatu celulozy [88], kterou muze byt analyzovan hyaluronan

rovnéz V puvodni podobé¢ [107] a elektroforéza na nitrocelul6zové membrané [108]. Jedna se
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o rychlé, levné ajednoduché metody, kterymi lze provést kvalitativni a semikvantitativni
analyzu n¢€kolika vzorkd naraz [88].

Nejpouzivanéjsi planarni technikou je fluofory podporovana elektroforéza sacharidu,
poprvé popsana Vroce 1990 [84]. FACE kombinuje vysoké rozliSeni a jednoduchost
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s citlivosti a viditelnosti fluorescence. Tato metoda
rychle, jednoduse a spolehlivé urcuje strukturu fetézcti hyaluronanu a disacharidové slozeni
vSech GAGs. Vzorek lze kvantifikovat na Grovni pikomoli. Vyhodou oproti metodam CE
nebo HPLC je rychld pfiprava a moznost analyzy vice vzorkli v daném case [89].
Fluorescen¢ni znaceni redukujicich sacharid pomoci ¢inidel zde pouzivanych, AMAC
a ANTS, bylo popsano v kapitole 1.9.1.

Avsak 2-aminoakridon ma v metodé¢ FACE jist¢é nevyhody. Jelikoz je Vv neutralnim
a alkalickém prostfedi nenabity, nezlepSuje migraci cukra V elektrickém poli. Navic miize
v prubéhu separace dochazet k inverzi v pohyblivosti jim znacenych malych oligosacharidu.
Fragmenty jako tetra- a hexa-sacharidy (HA4 a HA6) jiz nemigruji na zaklad¢ velikosti
molekuly. Zména v pohyblivosti je pravdépodobné dusledkem interakce mensich
oligosacharidl s boratem v elektroforetickém pufru. Interakce s boratem umoznuje separaci
AMAC-derivatizovanych oligosacharidii s podobnymi molekulovymi hmotnostmi, ale
rozdilnym chemickym slozenim [89].

Fluorofor ANTS sice obsahuje tii zaporné naboje, které podporuji migraci kyselych
I neutralnich sacharid v elektrickém poli, ale ma také své nevyhody. Sulfatové c&asti
molekuly mohou naruSovat biologickou aktivitu oligosacharidi, protoZe nékolik proteint,
které se vazi na HA, se vazi i na sulfatované GAGs [109].

Redeni téchto problému piinasi fluorofor Kkyselina 2-aminobenzoova (2AA, jinym
nazvem Kyselina anthranilova). Zvysuje signal v MALDI/TOF MS a zlepSuje FACE analyzu.
Je to mala molekula (oproti pfedchozim dvéma ¢inidlim), ma podobnou velikost a naboj jako

je na glukuronové kyselin€, neni sulfatovana a je vysoce fluoreskujici [109].

1.12.2 Kapilarni elektroforéza

Existuje nckolik metod kapilarni elektroforézy aplikovatelnych na analyzu
neporusenych GAGS a jejich oligosacharidi. Tyto metody dovoluji jak kvalitativni, tak
kvantitativni analyzu s vysokou citlivosti a rozliSovaci schopnosti.

Analyza pomoci CE nebo vysokoucinné kapilarni elektroforézy [110] poskytuje

uzite¢né informace o mnozstvi, molekulové velikosti, polydisperzit¢ a hustot¢ naboje na
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fetézci. Pouziva se také ke kontrole Cistoty izolovanych GAGs [111]. Hodi se i pro stanoveni
molekulové hmotnosti chemicky modifikované HA (napt. sulfonované, acetylované apod.)
[88]. Chemicka modifikace HA vSak byva spojena s degradaci polymeru.

Ke kapilarni elektroforéze je potieba velmi male mnoZzstvi vzorku (oproti planarnim
technikam). Nejcastéji se pouziva kapilarni zonova elektroforéza (CZE), ktera separuje
analyty na zaklad¢ jejich poméru naboje k molekulové hmotnosti. Vétsina separaci
neporuSenych GAGs byla dosazena za nizkého pH fosfatového nebo Tris-fosfatového pufru
[112]. K detekci se casto vyuziva UV/VIS detektor a Vv pfipad¢ derivatizovanych GAGs
fluorescenéni detektor. Laserem indukovana fluorescence nenasycenych 2-aminoakridonem
znacenych disacharidi 100x citlivéjsi nez tradiéni CE/UV detekce [113].

O rychlé simultanni separaci HA, CS, DS a heparinu byla pifed rokem publikovana
metoda CE s detektorem diodového pole. Separace probéhla v nepokryté kiemenné kapilaie
pti 37 °C béhem 23 minut. V migra¢nim potfadi byl hyaluronan prvni a heparin posledni,
ponévadz migrace souvisi se stupném sulfatace. Separace probéhla v prosttedi 80 mM

diethylentriamin-fosfatového pufru (pH 5,0) pfi vinové délce detekce 200 nm [112].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a vybaveni
Pro spektrofotometrické sledovani enzymatického Stépeni a kontrolu fragmentace
kyseliny hyaluronové byl pouzit spektrofotometr Libra S22, UV-VIS (Biochrom Ltd., UK).
Analyza kyseliny hyaluronové byla provedena na kapalinovém chromatografu
s fluorescen¢nim detektorem a na kapalinovém chromatografu ve spojeni s hmotnostnim

spektrometrem.

Zavizeni pro HPLC/FLD
kapalinovy chromatograf slozeny ze dvou vysokotlakych cerpadel LC-30 AD, degaseru
DGU-20A5, fluorescen¢niho detektoru RF-20A XS (vSe Shimadzu, Tokyo, Japonsko),
termostatu kolon LCO 102 (Ecom, Praha) a davkovaciho zafizeni s vnéjsi davkovaci smyckou

2 ul (Valco-Vici, Schenkon, Svycarsko)

Zavizeni pro HPLC/MS
kapalinovy chromatograf slozeny ze dvou vysokotlakych ¢erpadel LC-20 AD XR, degaseru
DGU-20A 3R, spektrofotometrického detektoru SPD-20A, autosampleru SIL-20A HT (vse
Shimadzu, Tokyo, Japonsko) a termostatu kolon LCO 102 (Ecom, Praha)
hmotnostni spektrometr QTRAP 4500 (AB SCIEX, USA)

Seznam testovanych kolon (Supelco, Sigma-Aldrich, USA)
Ascentis Express C18 (15 cm x 3 mm; 2,7 pm)
Zorbax Aqua C18 (15 cm x 3 mm, 3 um)
Supelcosil NH2 (15 cm x 3 mm, 3 pum)
Ascentis RP- Amide (15 cm x 4,6 mm, 3 um)
Kinetex HILIC 100A (15 cm x 3 mm; 2,6 um)

Pro separaci hyaluronanovych fragmentd fluorescencné znac¢enych 2-aminoakridonem

byla vybrana kolona Ascentis® Express C18 (15cm x 3 mm; 2,7 um) S odpovidajici

pfedkolonkou.
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Pti filtraci mobilni faze byl vyuzit regulator vakua CVC 3000 (vacuubrand, Germany)
s vakuovou jednotkou Labobase SBC 860 (KNF Neuberger GmbH, Némecko) a filtry
0,2 um x 47 mm (Supelco, USA).

Pro ptesné odméieni objemu vzorkt a standardu byly pouzity mikrostiikacky Hamilton
(Hamilton, Nevada) a mikropipety Sartorius Proline plus (Biohit, Finsko) a Finnpipette
(Thermo LabSystems, USA).

Vzorky byly vysuSeny inertnim plynem na koncentratoru Visible sample LabEva
(Labicom, CZ). K derivatizaci vzorkt byla pouzivana susarna Memmert UFE 400 (Memmert
GmbH, Némecko). Dale byly pouzivany analytické vahy (Sartorius, Némecko), pH metr
(Metrohm 827, Svycarsko), digitalni ultrazvukova lazeti (Kraintek 12, Slovensko)
a centrifuga 5424 (Eppendorf AG, Némecko).

2.2 Vzorky

tablety: nizkomolekularni kyselina hyaluronova, 70 mg (Hepatica, Polsko)

e nosni kapky: Hysan® Hyal kapky; 0,25 mg hyaluronatu sodného na 1 ml
(URSAPHARM Arzneimittel GmbH, Némecko)

e nosni sprej: Olynth® HA 0,1% (URSAPHARM, Némecko)

e o¢ni kapky: Hyal-Drop® multi; 2,4 mg kyseliny hyaluronové v 1ml roztoku

(BAUSCH & LOMB, USA)

porNEE

Lo
KYSELINA
HYALURO-
NOVA

Nirkomolekuldmi

Obr. 21: Analyzované vzorky s obsahem hyaluronanu sodného: nosni spreje Olynth a Hysan, tablety Hepatica,

o¢ni kapky Hyal-Drop.
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2.3 Pouzité chemikalie

2.3.1 Standardy kyseliny hyaluronové

2.3.2

e 10 kDa HA (5 mg/ml), 11 kDa HA (1,5 mg/ml), 30 kDa HA (5 mg/ml), 98 kDa
HA (2,5 mg/ml) (Contipro a.s., Dolni Dobrou¢, Ceska Republika)
e vysokomolekularni HA (1,5 mg/ml) - sodna sil izolovana z bakterie

Streptococcus equi (Sigma-Aldrich, USA)
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Obr. 22: Sodna stl kyseliny hyaluronové izolované z bakterie Streptococcus equi.

Enzymy

hyaluronanlydza zakotvend na magnetické perlové celuléze modifikované kyselinou
iminodioctovou (MPC-IDA)

bakterialni hyaluronanlyaza SpHL (2,1 mg/ml, 1000 U/mg v pufru)

testikularni hyaluronidaza (typ 1V-S, lyofilizovany prasek, 750-3000 U/mg)

Cinidla a chemikalie

2-aminoakridon, > 98,0%, HPLC (Sigma-Aldrich, USA)
8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova kyselina (Sigma-Aldrich, USA)
kyanoborohydrid sodny, 95% (Sigma-Aldrich, USA)
dimethylsulfoxid, > 99,9% (Sigma-Aldrich, USA)

kyselina octova, p.a., >99,8% (Sigma-Aldrich, USA)

octan amonny pro LC-MS (LiChropur, Merck, CZ)

fosfatovy pufr (0,1 M; pH 7,0)

koncentrovana kys. octovéd/dimethylsulfoxid (3:17)

redestilovana voda upravena zafizenim Mili-Q (Merck, Némecko)
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2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Spektrofotometrie
2.4.1.1 Sledovani pribéhu §tépeni standardi kyseliny hyaluronové

Byla sledovéna rychlost a prabéh stépeni standard HA o rtizné molekulové hmotnosti.
Pokus byl zkou$en na standardnich roztocich kyseliny hyaluronové 11 kDa (5 mg/ml), 30 kDa
(5 mg/ml), 98 kDa (2,5 mg/ml) aHMW HA (1,5 mg/ml). Kreakci byl vzdy odpipetovan
objem odpovidajici 225ug HA a23ul enzymu hyaluronanlyaza zakotvené na
sedimentovaném nosi¢i MPC-IDA. Reakéni prostiedi tvoril 0,1 M fosfatovy pufr (PB)
0 pH 7, kterym byla doplnéna kyveta na objem 1 ml. Po pfidani HA bylo odstartovano méteni
absorbance pfi vlnové délce 225 nm po 5 minutovych intervalech. Pro kazdy standard bylo
meéfeni opakovano 3x. Data ze tii méfeni byla poté zprimérovana avynesena do grafu
zavislosti absorbance fragmenti HA na Case ptisobeni enzymu. Jako slepy pokus (SP) byl
pouzit pouze dany standard HA (225 ug) doplnény fosfatovym pufrem na objem 1 ml.

Na stejném principu bylo provedeno dal$i méteni pro standardy o velikosti 10, 30
a 98 kDa srozdilem pouzitého enzymu. Misto enzymu zakotveného na nosi¢i byl pouzit
solubilni (5 U) enzym hyaluronanlyaza, jez byl pro snazsi pipetovani 10x nafedén PB pufrem
a k reakci ho bylo pipetovano 23,8 ul. Mnozstvi hyaluronanu odebraného k reakci zustalo
stejné (225 pg). Absorbance byla automaticky zaznamenavana v modu ,,simple kinetics“ vzdy

po 10 sekundach po celkovou dobu 4 minut. Méfeni bylo pro kazdy standard opakovano 2x.

2.4.1.2 Kalibraé¢ni Fada na spektrofotometru

Pro kalibracni fadu zmétenou spektrofotometricky byla pouzita HMW HA
0 ¢ = 2,5 mg/ml nafedéna PB pufrem na ¢ = 1 mg/ml. Standard byl nastipan pfidanim 104,7 pl
enzymu SpHL. Byly pfipraveny kalibraéni body o obsahu 45, 90, 135, 180 a 225 ug HA
doplnény fosfatovym pufrem na objem 1 ml. Absorbance byla métena pii vinové délce
225 nm. Kalibra¢ni fada i vzorky byly proméieny proti slepému pokusu, kterym byl 0,1 M
fostatovy pufr o pH 7,0.
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2.4.2 Priprava standardi a kalibraé¢nich fad pro HPLC/FLD a HPLC/MS
2.4.2.1 Enzymatické $tépeni a spektrofotometrické proméieni standardu

Pro vytvofreni kalibra¢ni fady méfené na HPLC/FLD a HPLC/MS byl vybran standard
30 kDa HA o ¢ = 5 mg/ml. Odebrané mnozstvi 1 mg HA reagovalo se 104,7 ul 10x zfedéného
(5U) enzymu SpHL. Po 4 minutich pusobeni enzymu byla ucinnost S$tépeni
spektrofotometricky zkontrolovana proméfenim absorpéniho spektra Vv rozsahu vlnovych
délek 190-300 nm. Do kyvety bylo odebrano 225 pl nastipaného standardu (coz po nafedéni
enzymem odpovida 203,68 ug HA). Kyveta byla doplnéna 0,1 M PB na objem 1 ml.
Spektrum bylo opakované prométeno po 10 minutach enzymatického §tépeni a porovnano pro
kontrolu uplné fragmentace. Kalibracni tfady a standardy byly proméfeny proti 0,1 M
fosfatovému pufru (pH 7,0).

2.4.2.2 Derivatizacni reakce s 2-aminoakridonem

Do mikrozkumavek bylo odpipetovano 0,5; 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 a 14 ul enzymaticky
nastipaného standardu 30 kDa HA. VsSechny standardy kalibra¢ni fady byly odpafeny
dusikem do sucha pii teploté 30 °C za dobu 40-45 minut. Do vSech mikrozkumavek bylo
nasledné pridano 10 pul 0,1 M ¢inidla 2-aminoakridonu rozpusténého ve smési koncentrované
kyseliny octové a dimethylsulfoxidu (v poméru 3:17). Smés ¢inidla se vzorkem byla
promichéna na vortexu a inkubovédna 15 minut pii pokojové teploté. Poté bylo pfidano 10 pl
1 M kyanoborohydridu sodného (NaCNBHj3) ve vodé. Cely obsah byl promichan na vortexu
anasledné centrifugovan (2 minuty, 14 000 ot./min). Zkumavky byly umistény do susarny
a ponechany k derivatizaci pfti teploté 45 °C po dobu 4,5 hodiny. Po skonceni reakce byly
derivaty uchovany v lednici, nebo ihned analyzovany. Pied vlastni analyzou byly vSechny

derivaty zfedény na objem 500 pl 50% dimethylsulfoxidem ve vodé.

2.4.3 Priprava vzorki
2.4.3.1 Enzymatické Stépeni a spektrofotometrické proméreni vzorku

Vzorky s rozdilnym obsahem kyseliny hyaluronové byly upraveny tak, aby se pfi reakci
nezménil pomér mnozstvi HA a pfidavaného enzymu. Se 104,7 ul 10x zfedéného (5 U)
enzymu bakterialni hyaluronanlyaza vzdy reagovalo mnozstvi 1 mg hyaluronanu v prostiedi
0,1 M fosfatového pufru (pH 7,0). Vzorky byly proméfeny po 4 min a 10 min pisobeni
enzymu. Jako slepé pokusy pii métfeni vzorkt byly vzdy pouzity pivodni neStépené vzorky,

aby byl odstranén vliv matrice, ktera proti PB pufru pfili§ absorbovala.
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Vyjma vzorku Olynth, kterého nebyl dostatek, byly vzorky proméfeny iV pivodni
podob¢ (nefragmentované) proti PB pufru. Do kyvety bylo vzdy odebrano 225 pug HA,
dopln¢no 775 ul PB pufru na objem 1 ml. Pro fragmentované vzorky je mnozstvi HA
vstupujici do kyvety o0 néco nizsi, jelikoZ musi byt zohlednéno piedchozi nafedéni vzorku

objemem ptidaného enzymu.

2.4.3.2 Derivatizace vzorki

Derivatiza¢ni reakce vzorki byla provedena stejnym zplusobem aza stejnych
podminek jako u standard - objem ptidané¢ho ¢inidla a NaCNBH3; byl vzdy 10 ul, teplota
45 °C, c¢as 4,5 hodiny. K derivatizaci byly pipetovany rizné objemy vzorku (10, 20 a 50 pl)
nasledné odpatfenych dusikem. Vzorky byly ptipravovany opakovang, v sadach po ruznych

objemech, z vice $té€peni a proméfeny Vv riznych Casech.

2.5 Podminky méreni
25.1 HPLC/FLD

K separaci byla pouzita kolona Ascentis Express C18 o délce 15 cm, praméru 3,0 mm
a velikosti c¢astic 2,7 um s ptedkolonkou. Mobilni fazi tvofil acetonitril a 60 mM octan
amonny 0 pH 5,60. Separace probihala za izokratické eluce pti koncentraci acetonitrilu 20 %.
Teplota termostatu byla nastavena na 30 °C. VInova délka excitace byla Aex = 428 nm a emise
Xem = 525 nm. Konstantni pratok mobilni faze byl udrzovan na 0,5 ml/min. Smyckou byl
davkovan ptesny objem 2 pl.

Ke zpracovani naméfenych dat avyhodnocovani chromatogramu slouzil Clarity

software (DataApex).

2.5.2 HPLC/MS

Chromatograficka separace byla provedena za totoznych podminek jako u méfeni na
chromatografu s FI detekci, pficemz zde na UV detektoru byla nastavena vilnova délka
428 nm.

Béhem meéfeni a vyhodnocovani bylo pracovano s programem Analyst 1.6.3. software
(AB SCIEX).
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Spektrofotometrické méieni

3.1.1 Rychlost $tépeni enzymu v zavislosti na velikosti hyaluronanu

Meéfeni absorbance bylo provadéno pii vinové délce 225 nm, pii které absorbuje dvojna
vazba mezi 4. a5. uhlikem kyseliny glukuronové. Tato nenasycena vazba vznika po
fragmentaci hyaluronanového fetézce G¢inkem enzymu hyaluronanlyazy. Fragmentace byla
provedena dvéma zpusoby: enzymem zakotvenym na nosi¢i MPC-IDA aenzymem
v solubilni podobé. Byla sledovana rychlost enzymatického Stépeni v zdvislosti na
molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Zavislost absorbance HA na ¢ase pusobeni enzymu hyaluronanlyazy zakotvené na
hmotnosti (11 kDa) se $tépi rychleji, nez zbylé standardy (30 kDa, 98 kDa, HMW HA).
Hranice, od které rychlost Stépeni jiz nezavisi na molekulové hmotnosti je tedy mezi
11 a 30 kDa. Je to pravdépodobné zptsobeno tim, ze u molekul s velmi nizkou My, nenastava
problém s krytim aktivniho mista enzymu a ten tudiz muze $tépit rychleji. Pti vyssich My nez
30 kDa jsou fetézce jiz prili§ propletené a dochazi tedy ke stérické zabrané. Standardy o My,
30 kDa a vice se §tépi jiz stejnou rychlosti. Zavisi tedy jen na koncentraci daného standardu,
kterd se muze drobné liSit vlivem odchylek pfi pipetovani. Vyhody pouziti imobilizovaného
enzymu predstavuji vznik cistého produktu (nekontaminovaného enzymem) a snadna
kontrolovatelnost reakce, ktera se zastavi po aplikaci magnetického pole prostiednictvim
magnetického separatoru.

V druhém zpusobu byl pouzit solubilni enzym (5 U) bakterialni hyaluronanlyaza.
Absorbance byla méfena po 10 s intervalech po dobu 240 sekund. Graf zavislosti absorbance
HA na Case Sté€peni je znazornén na obr. 24. Z grafu vyplyva, ze $tépeni HA o riznych
molekulovych hmotnostech probiha stejnym zpisobem a stejnou rychlosti. V momenté, kdy
se hodnota absorbance ustali na konstantni hodnoté, je fragmentace ukoncena. Pfi pouziti
fragmenta¢niho ¢asu 4 minuty doslo K uplné fragmentaci fetézce na disacharidové jednotky.
Takto fragmentovany vzorek mohl byt ihned derivatizovan fluorescenénim ¢inidlem nebo
uchovan pi1 —18 °C pro pozdé&j$i zpracovani. Vyhodou pouziti solubilniho enzymu je
pfedevsim rychlost reakce, naopak nevyhodou muze byt kontaminace produktu enzymem. Ta
vSak neni na zdvadu, jelikoz je odstranéna pfi derivatizaci se selektivnim ¢inidlem a pouzitim

separacnich metod. Pro nasledujici fragmentace vSech komercnich vzorkt byl tedy zvolen
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solubilni enzym s intervalem stépeni 4 minuty, coz je Cas, za kterych je hyaluronan o riznych

délkach fetézce spolehlivé nastipan.

Abs (A 225 nm)

Zavislost absorbance na ¢ase fragmentace HA

t [min]

—=—11kDa =—=—30kDa -—=-98kDa =—s—HMW

Obr. 23: Sledovani rychlosti fragmentace HA o riznych M,, po 5 min intervalech. Pouzity enzym:

hyaluronanlyaza zakotvena na MCP-IDA. Do reakce vzdy vstupuje 225 pg HA a 23 ul enzymu.
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Zavislost absorbance na ¢ase fragmentace HA
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Obr.

24: Sledovani rychlosti fragmentace HA o riznych My, po 10 sekundovych intervalech. Pouzity enzym:

5 U hyaluronanlyéza (solubilni). Do reakce vzdy vstupuje 225 ug HA a 23,8 pl 10x zfedéného enzymu v PB.
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3.1.2 Kontrola enzymatické fragmentace standardi a vzorki

Pro kontrolu, ze $t€peni polymeru probéhlo na pozadované disacharidové jednotky,
byly standardy i vzorky proméieny na spektrofotometru. Byla zaznamenana jejich absorpéni
spektra Vv rozsahu vlnovych délek 190-300 nm nejdiive V ptvodnim stavu apoté po
4 minutach fragmentace enzymem SpHL.

Nejprve byla proméiena absorp¢ni spektra standarda 30 kDa HA a HMW HA proti
fosfatovému pufru. Spektra standardiu pted a po fragmentaci jsou zndzornéna na obr. 25.
Dukazem probéhlé fragmentace pro mnozstvi 225 pg HA je velikost absorbance nad 2,5 pri
vinové délce 225-230 nm. Pii této vinové délce absorbuji pravé nenasycené disacharidové
jednotky hyaluronanu.

Poté byla proméfena absorp¢ni spektra vzorku. V piipadé fragmentovanych vzorka bylo
méfeni provedeno vzdy proti ptivodnimu nestépenému vzorku. Tim byl potlacen rusivy vliv
absorpce matrice, ktery byl pfi méfeni proti PB vyrazny. Vzorky o riznych mnozstvich HA
byly zpracovany tak, aby do reakce s enzymem (104,7 ul) vstupovalo vzdy stejné mnozstvi
HA (1 mg). Do kyvety bylo odebirano vzdy 225 ul HA. Pokud bylo mnozstvi ve vzorku niZzsi,
nez bylo deklarovano, projevilo se to nizkou absorbanci, jako u vzorku Olynth. Spektra v§ech
vzorku po §tépeni jsou zaznamenana na obr. 26.

Nameéfena spektra vzorkt a standardi byla nakonec porovnana. Absorpéni spektra
vzorkt kapek Hyal-Drop na obr. 27 a tablet Hepatica na obr. 28 se shodovala se spektry
standardt.. Avsak u vzorki Hysan a Olynth doSlo k posunu vinové délky, pii které vzorek
absorbuje nejvice, ke 240 nm. Na obr. 29 je zfetelné, ze v pivodnim vzorku Hysan absorbuje
vice slozek kolem 225 nm a po Stépeni tedy absorbuje vznikla dvojnd vazba pii posunuté
vinové délce 240 nm. Pro kapky Olynth bohuzel nevystaéil vzorek, protoze koncentrace HA

byla tak nizka, Ze k reakci bylo potieba odebrat velky objem.
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Standardy HA pred a po fragmentaci
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Obr. 25: Absorpéni spektra standardt 30 kDa HA a HMW HA pied a po §tépeni enzymem SpHL. SP: 0,1 M
fosfatovy pufr o pH 7,0. V kyveté¢ se nachazelo 225 pg nestépené HA a 203,68 pg fragmentované HA.

Vzorky po fragmentaci
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Obr. 26: Absorpéni spektra vzorki Hyal-Drop, Olynth, Hysan a Hepatica po §tépeni enzymem SpHL.

SP: piivodni nestépené vzorky.
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Vzorek Hyal-Drop pied a po fragmentaci

Abs
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= npied —p0 4 min ——p0 10 min

Obr. 27: Srovnani absorp¢nich spektrer vzorku Hyal-Drop pted fragmentaci (SP: fofatovy pufr) apo

fragmentaci (SP: pivodni vzorek).

Vzorek tablety Hepatica pied a po fragmentaci
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Obr. 28: Srovnani absorpénich spektrer vzorku Hepatica pied fragmentaci (SP: fofatovy pufr) a po fragmentaci
(SP: ptvodni vzorek).
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Vzorek kapek Hysan pred a po fragmentaci

Abs
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Obr. 29: Srovnani absorpénich spektrer vzorku Hysan pted fragmentaci (SP: fofatovy pufr) a po fragmentaci

(SP: puvodni vzorek).

3.1.3 Stanoveni hyaluronanu spektrofotometricky

U sledovanych ¢ty vzorktll byl pro porovnani s chromatografickymi metodami stanoven
obsah HA pomoci spektrofotometrie. Kalibra¢ni fada s body 45, 90, 135, 180 a 225 g
standardu HA je zobrazena na obr. 30. Méfeni absorbance nastipanych kalibra¢nich standardi
a vzorki probihalo pfi A = 225 nm.

Dle rovnice linearni regrese bylo nasledné vypocitano piesné mnozstvi HA nachazejici
se v méfeném objemu vzorku. Na zéklad€ predeslych méteni bylo zjiSténo, ze u kapek Hysan
a Olynth je vilnova délka maximalni absorbance dvojné vazby posunuta vlivem matrice
vzorkd. Proto byla pro vypocet mnozstvi HA u téchto dvou vzorkd pouzita hodnota
absorbance odpovidajici vinové délce zvolené s ohledem na posun maxima (kolem 240 nm).
V tabulce 3 jsou porovnany vysledky experimentalné ziskaného mnozstvi HA s teoreticky
vypocitanym mnozstvi HA, které by se mélo v kyveté nachdzet. Tyto vysledky byly
pfepocitany na obsah HA v celém objemu vzorku a zjiSténé hodnoty byly porovnany

v tabulce 8 s deklarovanymi hodnotami a s vysledky z HPLC/FLD a HPLC/MS.
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Obr. 30: Kalibra¢ni fada pfipravend z HMW HA proméfena spektrofotometricky. Zavislost absorbance méfené

pii 225 nm na mnozstvi hyaluronanu v ug.

Jak je z tabulky 3 patrné, vysledky jsou v pomérné dobré shod¢, pouze u vzorku Olynth

je naméfené mnozstvi osmkrat nizsi.

Tabulka 3: Stanoveni obsahu HA v kyveté pii spektrofotometrickém méfeni.

nazev vzorku teoretické mnoZstvi HA | naméiené mnoZstvi HA ) absorbance
[ng] [ng] fragmentii
Hepatica, tablety 203,68 185,18 225 nm
Hyal-Drop, o¢ni kapky 203,68 217,36 225 nm
Hysan, nosni kapky 219,26 190,45 241 nm *
Olynth, nosni sprej 203,68 25,27 239 nm *

* orientac¢ni vlnova délka (zvolena s ohledem na posun absorpéniho spektra vzorkii)
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3.2 Optimalizace postupu derivatizace a chromatografické separace

Pii optimalizaci postupu derivatizace a separace HPLC se vychazelo z postupu
prezentovanym Volpim [99]. Byly zkouseny a ménény rizné aspekty derivatizacni reakce
s 2-aminoakridonem. Derivaty byly pfipraveny ze standardii o rozdilné molekulové hmotnosti
(11, 30, 98 kDa HA, HMW HA), dale byla ménéna délka inkubace cCinidla se vzorkem
a celkova doba derivatizace. V neposledni fad¢ byl testovan vliv lyofilizace vzorku ve
srovnani s odfoukanim vzorku do sucha pomoci dusiku.

Bylo zjisténo, Ze intenzita pikli neni zavisla na molekulové hmotnosti pouzitého
standardu, ale pfimo zavisi pouze na jeho koncentraci. Proto byla jako vychozi standardni
latka zvolena 30 kDa HA 0 nejvyssi koncentraci 5 mg/ml, ze které byla pfipravena cela
kalibra¢ni fada.

Vliv délky inkubace cinidla AMAC se vzorkem byl zkousen na standardech
piipravenych z 11 kDa HA. Zkousené Casy byly 0, 5, 10, 20 a 30 minut. Naméfené derivaty
meély vSechny pfiblizn€ stejnou intenzitu, vyjma 0 a 5 minutové inkubace, jejichz odezva byla

U dalsi sady derivata ptipravenych z 11 kDa HA byl testovan vliv délky derivatizace
(3,5; 4 a4,5 hodiny) pii 45 °C. Nebyly zaznamenany zadné vyrazné zmény v intenzité piki
derivatl, ale pro jistotu byla zvolena doba 4,5 hodiny z divodu pocate¢niho koliséni
a ustalovani teploty v susarné.

Co se tyce lyofilizace vzorku pfed derivatizaci, mohla byt vyzkousSena pouze jednou,
jelikoz lyofilizator nebyl k dispozici. Zméfenim lyofilizovanych standardu 10 a 30 kDa HA
bylo zkontrolovéano, Ze odpaifeni vzorkii dusikem je dostacujici, ponévadZ intenzita odezvy
byla shodna.

Separace byla provedena izokraticky na koloné¢ plnéné chemicky véazanou
oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi pti koncentraci 20 % acetonitrilu v 60 mM pufru
octanu amonném o pH 5,60. Zvolenou izokratickou eluci se derivat i ¢inidlo vyloucily béhem
5 minut atudiz byl tento zpisob jednozna¢né nejjednodussi a nejrychlejsi. Na rozdil od
pivodné uvedené 50 minutové gradientové eluce (s 2-30 % acetonitrilu) jak popsal Volpi, kde
vSak byly s HA separovany i nenasycen¢ disacharidy chondroitinsulfatu a dermatansulfatu.

Kromé 2-aminoakridonu (AMAC derivaty) bylo testovano dalsi derivatiza¢ni ¢inidlo
8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova kyselina (ANTS derivaty). Cinidlo ANTS obsahujici tii
sulfonové kyseliny vyzaduje HILIC separaci, kterd byla neuspesna. Byla pfi ni pouzita kolona

Kinetex HILIC 100A. Mobilni fazi tvofil acetonitril/octan amonny (60 mM, pH 5,6) nebo
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acetonitril/demineralizovana voda s gradientem 95-50 % ACN. Za stejnych podminek byla
také zkouSena kolona Supelcosil LC-NH,. Na HPLC/MS nebyl identifikovan pik derivatu
apfi HPLC/FLD se eluovalo pouze hydrolyzované c¢inidlo. Derivatizace se po nékolika
pokusech nepodatila optimalizovat a reakce s ¢inidlem ANTS dale nebyla provadéna.

Proto byl zvolen 2-aminoakridon jako vhodné derivatiza¢ni Cinidlo pro fragmenty
hyaluronanu, pro néz se nejlépe prokazala chromatograficka separace v systémech

S obracenymi fazemi na kolon¢ Ascentis Express C18.

3.3 Optimalizace hmotnostniho spektrometru

Pfed kvantitativnim stanovenim hyaluronanu v zakoupenych vzorcich bylo nejprve
potieba nastavit parametry hmotnostniho spektrometru. Byla vybrana ionizace elektrosprejem
(ESI) pfi sniméani zapornych ionti. Optimalizace probihala pti HPLC analyze, kdy byly
davkovany 2 pl derivatizovaného standardu ADi-HA a prutok mobilni faze byl 0,5 ml/min.

Cilem optimalizace bylo zjistit parametry hmotnostné spektrometrické detekce, kdy
ioniza¢ni Uc€innost sledované¢ho derivatu bude nejvyssi. V piipad¢ trojit¢ho kvadrupélu na
kterém analyza probihala, se jedna o rezim skenovani v MRM modu (Multiple Reaction
Monitoring) a sledované parametry jsou deklastera¢ni potencial (DP), kolizni energie (CE)
a vystupni potencial kolizni cely (CXP) pro zvoleny fragmentovy piechod. Na obr. 31 jsou
znazornéna mozna Stépeni derivatu hyaluronanu S ¢inidlem (HA+AMAC) za vzniku

fragmentovych iontl o riznych efektivnich hmotnostech m/z.

I
O

2-aminoakridon

Obr. 31: Schéma fragmentace neutralniho nenasyceného disacharidu HA znac¢eného ¢inidlem AMAC.
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Derivat nenasyceného disacharidu HA znacené¢ho 2-aminoakridonem ma teoreticky
vypocitanou molekulovou hmotnost My, = 573,23 g/mol. Pii snimani zapornych ionti dochazi
k odstépeni vodikového protonu z karboxylové skupiny kyseliny glukuronové, takze anion
derivatu [M-H]" by mél mit efektivni hmotnost m/z 572,23. Tento ion byl hledan jako
prekurzorovy ion pii Q1 skenovani a jeho ptitomnost byla potvrzena nalezenim aniontu o m/z
571,9.

Prvni krok optimalizace byl zaméfen na vybér optimalniho napéti kladeného na prvni
kvadrup6l (Q1), pti kterém bude prekurzorovy iont analytu izolovan s nejvétsi G¢innosti.
V moédu SIM (Single lon Monitoring) — Q1 byl sledovan prekurzorovy ion m/z 572
vrozsahu R =200-600. Pii vstupnim potencialu EP —10V byly ménény hodnoty
deklastera¢niho potencialu v rozpéti od —40 do —200 V. Poté byly sestrojeny grafy zavislosti
plochy A a vysky h piku na hodnotach deklastera¢niho potencialu (obr. 32 a obr. 33). Z obou
grafii je patrné, ze optimalni hodnota DP se pohybuje kolem hodnoty 100, kdy mé pik
deprotonované molekuly nejvyssi intenzitu. Tato hodnota proto byla pro dalsi optimalizaci

vychozi.

Zavislost A~ DP
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Obr. 32: Zavislost plochy piku prekurzorového iontu 571,9 m/z na hodnotach deklasteraéniho potencialu.
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Obr. 33: Zavislost vysky piku prekurzorového iontu 571,9 m/z na hodnotach deklasteraéniho potencialu.

Druha faze MRM optimalizace byla zaméfena na studium fragmentace prekurzorového
iontu probihajici v kolizni cele (Q2). Produktové ionty byly monitorovany v TIC modu (Total
lon Current). Pti stalych hodnotach ostatnich parametra (DP —100, EP —10, CXP —9) byly
ménény hodnoty kolizni energie od —5 do —55 V. Cim vyssi je hodnota kolizni energie, tim
vy$si je fragmentace prekurzorového iontu ve prospéch produktovych iontl. Hodnota kolizni
energie ma tedy vliv na citlivost MRM metody, jelikoZ $patné zvolena CE mize zpusobit bud’
nedostate¢nou fragmentaci, nebo naopak pfili§ rozsahlou fragmentaci. Byly vybrany c&tyfti
nejintenzivngjsi produktové ionty pii danych hodnotach kolizni energie uvedené v tabulce 4.
Pro kvantitativni 0c¢el byla zvolena hodnota CE —45V, pii které byl nejintenzivnéjsi
produktovy ion 208,9 m/z (spektrum na obr. 34). Pro konformac¢ni ucel slouzilo CE —35V,

pti kterém byl vyrazny pik fragmentu 395,9 m/z (spektrum na obr. 35).

Tabulka 4: Nejintenzivnéjsi fragmentové ionty pfi danych hodnotach CE.

prekurzorovy ion [m/z], Q1 produktovy ion [m/z], Q3 CE [V]
208,9 —=50, —45, —40
3959 -35,-30
571,9
305,9 —-40
413,9 -35
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Obr. 34: Hmotnostni spektrum (ESI-) po fragmentaci prekurzorového iontu (IS —4500 V, CE — 45 V).
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Obr. 35: Hmotnostni spektrum (ESI-) po fragmentaci prekurzorového iontu 572 m/z (IS —4500 V, CE — 35 V).
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Poslednim optimalizovanym parametrem byl vystupni potencidl kolizni cely. CXP
fokusuje a urychluje fragmentové ionty z druhého kvadrupélu (Q2) do tretiho (Q3). Pro
vybrané ptechody prekurzorového iontu na fragmentové ionty (Q1—Q3 Masses) byly
zkouseny hodnoty CXP od -7 do —12V. Zcelkem sedmi piechodi byl vybran
nejintenzivngj$i prechod z 571, 9 — 208,9 m/z (odpovidajici odstépeni ¢inidla z molekuly)
jako kvantitativni a prechod 571, 9 — 3959 m/z jako konformacni. Nejintenzivnéjsi

piechody byly naméteny pii CXP —8 V, které bylo zvoleno jako optimalni.

Pro kvantitativni a konformacni pfechod byla nakonec optimalizovan doba skenu na
100 ms (tzv. dwell time, tj. doba, po kterou kvadrup6l skenuje dany iont). Obecné plati, ze
(signal/Sum). Avsak pfili§ dlouhd doba skenu zptisobi, ze pik je vykreslen malo body a tudiz
mohou detektoru uniknout méné koncentrované piky. Kratsi dwell time sice snizuje citlivost,
ale zase poskytuje vice bodii na dany pik. Pii volbé doby skenu je tudiz vzdy nutné provést

kompromis. Srovnani délek skenu iontu derivatu standardni HA je na obr. 36 a obr. 37.

226 Max. 1,1e5 cps.
1,05e5

9,50e4

Intenzita, cps

8,50e4

7,50e4

6,50e4

5,50e4

4,50e4

3,50e4 |

2,50e4

1,50e4

5000,00
0,00

2,00 2,10 2,20 2,30 2,40

i 2,50
¢as [min]

Obr. 36: Optimalizace doby skenu, dwell time 100 ms, CXP -8 V. Ptechod kvantitativni
(modte) 571,900/208,910 m/z; konformaéni (¢ervené) 571,900/395,91 m/z.
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Obr. 37: Optimalizace doby skenu, dwell time 200 ms, CXP -8 V. Pfechod kvantitativni
(modie) 571,900/208,910 m/z; konformaéni (¢ervené) 571,900/395,91 m/z.

Retenéni ¢as AMAC znaceného derivatu hyaluronanu byl za danych podminek
ptiblizn¢ 2,4 minut. Nastavené podminky pro meétfeni na kapalinovém chromatografu

s hmotnostni detekei jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Podminky méteni na HPLC/MS.

Optimalizované parametry

MRM prechody CE DP CXP
571,9 — 208,9 m/z 45V

571,9 — 395,9 miz 35V oV oV
Parametry hmotnostniho spektrometru

EP -10V ionizace ESI-
teplota 400 °C ion spray voltage —4500 V
curtain gas 20 collision gas medium
ion source gas 1 40 ion source gas 2 50
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3.4 Kvantifikace hyaluronanu

Kvantitativni stanoveni hyaluronanu bylo provedeno metodou kalibra¢ni kiivky. Byla
sestrojena kalibracni fada o objemech 0,5; 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 a 14 ul standardu pipetovanych
k derivatizaci, coz odpovida rozsahu 1,64-45,95 pg absolutniho mnozstvi HA. Jednotlivé
kalibraéni roztoky byly proméfeny v HPLC/FLD 2x a v HPLC/MS 3x. Statistické
vyhodnoceni namétfenych dat bylo provedeno pomoci programu QC Expert 2.9 (TriloByte,
CR). Byla provedena regresni diagnostika vyuzitim péti grafi — Wiliamsova, Pregibonova,
McCullohova-Meeterova, L-R agrafu predikovanych rezidui. Timto zpusobem byly
identifikovany a odstranény vlivné body. Dale byla provedena kritika modelu na hladiné
vyznamnosti 95 %. Vyznamnost regresnich parametri byla ovéfena Studentovym t-testem.
Regresni parametry i se smérodatnymi odchylkami a koeficient determinace jsou uvedeny
v grafech kalibra¢nich zavislosti.

Obsah HA ve vzorcich byl u obou metod vypocitan z piislusné rovnice linearni regrese
po dosazeni naméfenych ploch pikt analytu. Median a smérodatna odchylka byla u dané
metody pocitana pro tablety z 36 méfeni, Hyal-Drop z 22, Hysan z 15 a Olynth z 9. VVzorky
byly pfipraveny a prométeny opakované (v€etné fragmentace a derivatizace).

Nakonec byl pro obé metody vypocitan limit detekce (LOD) a limit kvantifikace
(LOQ). LOD je definovan jako nejnizsi detekovatelné mnozstvi analytu ve vzorku. Tato
koncentrace poskytuje signal, ktery odpovida trojndsobku Sumu. LOQ je definovan jako
nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku, ktera mize byt kvantifikovana s ptijatelnou piesnosti
a spravnosti za danych podminek metody. Tato koncentrace poskytuje signal, jenz je roven
desetinasobku Sumu.

Pii méfeni na HPLC/FLD byla velikost Sumu zdkladni linie odectena 5x
z chromatogramti nejniz§tho bodu kalibrace, z c¢ehoz primérnd hodnota odpovidala
hgum = 0,00987 mV. Ze smérnice zavislosti vySky piku na mnozstvi HA byl vypocitan
LOD =2,716 nga LOQ =9,053 ng.

Metodou HPLC/MS byla z vysky Sumu (hgym =20 cps) a zavislosti vysky piku na
mnozstvi HA stanovena mez detekce LOD = 22,44 ng a mez stanovitelnosti LOQ = 74,81 ng.
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3.4.1 Stanoveni hyaluronanu pomoci HPLC/FLD

Na obr. 38 je sestrojena kalibra¢ni kiivka s odpovidajici rovnici linearni regrese.
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Obr. 38: Kalibraéni zavislost plochy piku na objemu standardu HA pipetovaného k derivatizaci.
Z rovnice linearni regrese kalibra¢ni pfimky a naméfenych ploch pikd byly vypocitany
obsahy hyaluronanu ve vzorcich. Ziskané vysledky a jejich smérodatné odchylky jsou

uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledky méteni z HPLC/FLD.

nazev vzorku vysledek (SD) — median
Hepatica, tablety 69,17 (+ 2,82) mg
Hyal-Drop, o¢ni kapky 1,116 (+ 0,043) mg/ml
Hysan, nosni sprej 0,273 (= 0,015) mg/ml
Olynth, nosni spre; 0,023 (+ 0,001) %

Pritbéh chromatografické separace s fluorescencni detekci za stanovenych podminek je
znazornén na obr. 39. Keluci hyaluronanového derivatu znacené¢ho 2-aminoakridonem

dochazi kolem druhé minuty. Volné ¢inidlo je eluovano ve ¢tvrté minute.
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Obr. 39: Chromatogram RP-HPLC separace s FLD pii 428 a 525 nm. SF: C18, MF: acetonitril/ 60 mM octan
amonny (pH 5,6). [zokraticka eluce s 20 % ACN.

3.4.2 Stanoveni hyaluronanu pomoci HPLC/MS

Graf zavislosti plochy piku na objemu standardu pipetovaného k derivatizaci je

znazornéna na obr. 40.
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Obr. 40: Kalibra¢ni kiivka zavislosti plochy piku na objemu standardu HA pipetovaného k derivatizaci.
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V tabulce 7 jsou uvedeny vysledky méfeni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

s hmotnostnim spektrometrem jako detekénim prvkem.

Tabulka 7: Vysledky méfeni z HPLC/MS.

nazev vzorku vysledek (SD) — median
Hepatica, tablety 73,67 (£ 2,43) mg
Hyal-Drop, o¢ni kapky 1,259 (+ 0,057) mg/mi
Hysan, nosni sprej 0,306 (£ 0,028) mg/ml
Olynth, nosni spre;j 0,023 (£ 0,002) %

Pro piehledné shrnuti jsou vSechny vysledky z pouZzitych metod porovnany v tabulce 8.
Spektrofotometrickd metoda zde slouzi pouze pro srovnani a zjiSténi pfesnosti méfeni této
metody. Porovnanim hodnot lze vidét, ze vSechny spektrofotometricky naméfené hodnoty
jsou niz8i, coz potvrzuje nizsi citlivost UV/VIS spektroskopie, ktera se vtomto piipadé
nehodi pro kvantifikaci, ale spiSe pro kvalitativni stanoveni. U vétSiny vzorkl se vysledky
pohybuji kolem dolni meze vysledk ziskanych z chromatografického stanoveni, vyjma
vzorku Olynth, u kterého je hodnota polovi¢ni.

Kvantitativnim stanoveni pomoci metod HPLC/FLD a HPLC/MS bylo dosazeno
podobnych vysledk. Smérodatné odchylky jsou pomérné nizké, vyjma tablet se namétené
hodnoty liSily jen v Gzkém intervalu. VéEtSi odchylky ve vysledcich tablet mohla zptsobit
manipulace se vzorkem, respektive vazeni. Ostatni vzorky mohly byt k enzymatickému
Stépeni pipetovany mikropipetami a mnozstvi tedy bylo vzdy témét stejné. Vzorky byly
pfipravovany améfeny opakované, vrizné Casy a s riznymi objemy odebranymi
k derivatizaci.

Nejvétsi shoda je vidét u vysledkt tablet Hepatica, které se pohybuji vzdy kolem
deklarované hodnoty. U nosniho spreje Hysan byl zjistén dokonce vyssi obsah hyaluronanu,
ktery u obou metod piesahoval deklarovanou hodnotu. Naopak v kapkach do o¢i Hyal-Drop
bylo zmétené mnozstvi HA pfiblizné polovicni. NejhorSi vysledek byl zjiStén u nosniho

spreje Olynth, ve kterém byl obsah HA vice nez 4% nizsi.
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Tabulka 8: Vysledky obsaht hyaluronanu ve vzorcich ziskané ze v§ech pouzitych metod.

Vzorek Spektrofoto- Vysledek (+SD) Vysledek (£SD) Deklarované
metrie HPLC/FLD HPLC/MS mnoZstvi HA
Hepatica 64,27 mg 69,17 (+2,82) mg 73,67 (£ 2,43) mg 70 mg v tableté
Hyal-Drop | 1,067 mg/ml | 1,116 (x 0,043) mg/ml 1,259 (£ 0,057) mg/ml 2,4 mg/ml
Hysan 0,217 mg/ml | 0,273 (= 0,015) mg/ml 0,306 (= 0,028) mg/ml 0,25 mg/ml
Olynth 0,012 % 0,023 (+ 0,001) % 0,023 (= 0,002) % 0,1 % HA
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4 Zavér

Cilem praktické c¢asti této prace bylo nalézt a optimalizovat postup pro stanoveni
kyseliny hyaluronové, latky s neustale vzrustajici popularitou a vyuzitim v mnoha oblastech
mediciny, v kosmetice i potravindistvi. Byly zvoleny rizné typy vzorka volné prodejnych
v lékarnach s obsahem hyaluronanu sodného v ruznych koncentracich. Jednalo se o tablety
Hepatica s obsahem nizkomolekularni HA slouzici jako dopln€k stravy pro doplnéni
hyaluronanu v organismu, jenz s vékem pfirozené¢ ubyva, ¢imz se podili na starnuti kize
a problémech s klouby. Dale byly zkoumany o¢ni kapky Hyal-Drop, nosni spreje Olynth
a Hysan, kde ma hyaluronan predevsim zvlachujici a ochranné ucinky.

Jelikoz se jedna o pfirodni molekulu o vysoké molekulové hmotnosti, bylo nutné
nejprve nastavit podminky enzymatického $tépeni na nenasycené disacharidové jednotky. Byl
zvolen enzym bakterialni hyaluronanlyaza, u né€hoz byla spektrofotometricky sledovana
rychlost Stépeni v zavislosti na molekulové hmotnosti substratu. K uplné fragmentaci
polymeru stacily 4 minuty. Fragmenty hyaluronanu byly ovéfeny proméfenim absorbance,
ktera byla nejvyssi pii vinové délce 225 nm (230 nm) diky vzniklé dvojné vazbé v kyseliné
glukuronové.

Nésledné mohly byt fragmenty hyaluronanu derivatizovdny pomoci vhodného
fluorescen¢niho c¢inidla. Derivatiza¢ni reakce byla pilivodné zkouSena se dvéma Cinidly,
AMAC a ANTS. Podafilo se optimalizovat postup derivatizace pro ¢inidlo 2-aminoakridon.
Derivaty s kyselinou 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonovou se nepodatilo separovat ani pomoci
chromatografie hydrofilnich interakci. Proto byl k fluorescen¢nimu znaéeni zvolen AMAC,
pro jehoz derivaty byla nejvhodné&jsi chromatografie v systémech s obracenymi fazemi, RP-
HPLC s oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi. Mobilni fazi tvofil acetonitril a 60 mM octan
amonny. Za zvolenych podminek bylo navic dovoleno pouziti izokratické eluce (20 % ACN),
pti které byly vzorky i s ¢inidlem eluovany do 5 minut.

Ke kvantitativnimu stanoveni byly pouzity dv€ metody: vysokoucinna kapalinova
chromatografie s fluorescencni detekci a ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Nizsi limit
detekce byl zjistén u fluorescencni detekce (LOD = 2,716 ng). To je pravdépodobné
zplisobeno tim, Ze ionizacni U€innost derivatu neni tak vysoka a proto je méfeni S vyuZzitim
hmotnostniho spektrometru méné citlivé. Oproti tomu je vSak pouziti MS selektivnéjsi,
ponévadz sledujeme pouze dany ion derivatu HA a zadné dalsi latky, které by v HPLC/FLD
fluoreskovaly. Neni tedy ruseno stanoveni konkrétni latky a proto i obsahy HA namétené
pomoci HPLC/MS byly vyssi.

77



Soucasné byla ovéfena i robustnost metody. Separace byly provedeny v rliznych Casech,
stejné tak Stépeni vzorkll a derivatizace byla provedena opakované, v rizné dny a S riiznymi
objemy vzorku. Celkové vsak rozdil ve vysledcich nebyl velky, obé metody se ukazaly byt
citlivé, robustni a rychle proveditelné. Vyhodou HPLC/MS byla piedev§im automati¢nost
procesu a presnéjsi kvantifikace. Vysledky ze vSech méfeni jsou porovnany v tabulce 8.
Obecné nejlepsi vysledky byly naméfeny pro produkt Hysan, kde mnozstvi HA ptesahovalo
u obou metod deklarovanou hodnotu. V dopliiku stravy Hepatica bylo nalezeno piesné nebo
vy$8i deklarované mnozstvi. Nicméné pro zbylé dva vzorky, Hyal-Drop byla zjisténa
koncentrace hyaluronanu dvakrat nizsi a pro Olynth dokonce ¢tyfikrat nizsi, nez koncentrace

uvadéna vyrobcem.
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