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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva hydrogely na bazi hyaluronanu s obsahem triclosanu. Prvni
Cast je vénovana obecné charakteristice vlastnosti a vyuziti hydrogeli a hyaluronanu, dale
tyraminu a triclosanu vcetné jejich metod stanoveni. Experimentdlni ¢ast je zaméfena
predevsim na vyvoj metodiky a sledovani farmakokinetiky téchto latek po intraperitonealnim
podani malym laboratornim zvifatim. Triclosan obsazeny v hydrogelu je analyzovan pomoci
ESI-MS/MS s trojitym kvadrupdlem ve spojeni s RP-HPLC, a tyramin tvofici degradacni
produkt hyaluronanového hydrogelu je stanoven pomoci HPLC s fluorescencnim detektorem.
Optimalizovana metoda je finalné pouzita pro analyzu studovanych slou¢enin v in vivo studii

mysich vzorkl plazmy a tkani.

KLICOVA SLOVA

hydrogely na bézi hyaluronanu, triclosan, tyramin, hmotnostni spektrometrie

ANNOTATION

The diploma thesis deals with hydrogels on the basis of hyaluronan containing triclosan.
The first part is focused on the general characterization and use of hydrogels and hyaluronan,
as well as tyramine and triclosan including their methods of determination. The experimental
part is mainly focused on the development of methodology and monitoring of pharmacokinetics
of these compounds after intraperitoneal application to small laboratory animals. Triclosan
is analyzed using RP-HPLC coupled to ESI-MS/MS with triple quadrupole analyzer, while
the tyramine, a degradation product of the hyaluronan hydrogel, is determined by HPLC
with a fluorescence detector. The optimized method is used finally for the analysis

of the studied compounds in an in vivo study of mouse plasma and tissue samples.
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Uvod

Kyselina hyaluronova neboli hyaluronan je pfirozené se vyskytujici polysacharid patiici
do skupiny glykosaminoglykant. Ma mnoho fyzikalné-chemickych vlastnosti a G¢astni se fady
vyznamnych biologickych ucinkt v lidském organismu. Jeji jedine¢né viskoelastické vlastnosti
jsou napomocné pro obnoveni pruznosti starnouci pokozky a redukci vrasek. Hydratacni,
regenerani  a protizanétlivé  schopnosti umoziiuji jeji rozlicné vyuziti zejména
ve farmaceutickém, lékaiském a kosmetickém oboru. Je zndmo mnoho chemickych modifikaci,
kterym muze byt kyselina hyaluronova vystavena. V zavislosti na charakteru substituce mohou
mit modifikované formy rizné hydrofilni/hydrofobni vlastnosti a rychlosti degradace. Nékteré
derivaty hyaluronanu maji schopnost tvofit trojrozmérné sit€, které jsou podnétem pro vznik
hydrogelt.

Hydrogely jsou definovany jako materialy tvorené ve vod€ nerozpustnou siti alespon
Castecn€ hydrofilnich polymert. Pozadovanych vlastnosti se dosahne hydrofobizaci polymeru
nebo vyuzitim ve vod¢ rozpustného derivatu polymeru nesouciho reaktivni funkéni skupiny,
které se mohou ucastnit dalSich chemickych reakci, které vedou ke vzniku trojrozmérné
polymerni sit€.

Dulezitou latkou s antimikrobialnimi vlastnostmi, ktera je vazana nekovalentné v molekule
hydrogelu je triclosan (TCS). Hydrogely diky obsahu triclosanu ziskaji nejen schopnost
prodlouzeného uvolnovani, ale predev§im odolnost vii¢i mnoha typim bakterii, nebot’ ptsobi
proti bakteridlnimu mnozeni. Triclosan se dale Casto nachazi v kosmetickych vyrobcich,
zejména v zubnich pastach, ustnich vodach, mydlech, deodorantech, ale 1 v pfipravcich
na nadobi. V lidském organismu je triclosan metabolizovan a vyluCovan ve forme
glukuronidovych a sulfatovych konjugatt, proto muze byt v téle pfitomen v nezménéném
1 metabolizovaném stavu.

V praxi jsou velmi Casto vyuzivany modifikované hydrogely zalozené na razné bazi.
Vybérem daného derivatu jsou dosazeny pozadované mechanické vlastnosti, které umoziuji
homogenni zapracovani bunék a zformovani do podoby gelu a material se tak stane ve vodé
nerozpustnym. Vyuzivaji se v kosmetice, ale zejména v tkafiovém inzenyrstvi a regenerativni
mediciné pro pfipravu tkanovych nosici pii 1écbe defektt kloubni chrupavky nebo kostnich
tkéani. Jsou nerozeznatelné od normalnich, zdravych tkéani jak ve struktufe, tak 1 funkci. Tato
prace je predevsim zaméfena na hyaluronové hydrogely na bazi tyraminu (TYR), které jsou

pln€ biokompatibilni a biologicky odbouratelné.
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1 TEORETICKA CAST
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1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je velmi G¢innou a §iroce pouzivanou
separacni technikou témét ve vSech oblastech analytické chemie, a to zejména v klinické,
farmaceutické, environmentalni, prumyslové, potravinaiské a soudni analyze. Tato metoda
je vhodna pro polarni, netékavé a tepelné nestabilni latky. Vyhodou HPLC oproti klasické LC
technice je predevSsim vysoka uinnost separace a automatizace od zavedeni vzorku
po vyhodnoceni dat a rychlost analyzy." 2 V poslednich letech je HPLC nahrazovana ultra-
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (UHPLC), ktera pracuje za vysSich tlakt (100-
150 MPa) a poskytuje jests vyssi chromatografické rozliseni. Rada firem viak stale pouziva

HPLC z divodu zavedenych validovanych metod.

1.1.1 Princip HPLC

Roztok vzorku je vstfikovan do chromatografické kolony, ktera je naplnéna vhodnou
stacionarni fazi, a pfes kterou je za vysokého tlaku cCerpana mobilni faze. Princip
chromatografické separace je zalozeny na rozdilné afinité jednotlivych komponent vzorku
ke stacionarni fazi, coz vede k jejich rozdilné rychlosti migrace pifi prachodu
chromatogratickou kolonou ve sméru toku mobilni faze. Jednotlivé slozky vzorku jsou tak
separovany a nasledné detekovany v riiznych retenénich ¢asech.!

Chromatograficka separace muze byt provedena ve dvou systémech dle polarity
stacionarni a mobilni faze. Pokud je polarita stacionarni fdze vyssi nez polarita mobilni faze,
jedna se o systémy s normalnimi fazemi (NP-HPLC). V tomto piipadé mobilni fazi nejCastéji
tvoii hexan, heptan ¢i dichlormethan ve smési s nizkym alkoholem a stacionarni féazi
je silikagel, alumina ¢i aminopropyl silikagel. U systémt s obracenymi fazemi (RP-HPLC)
je naopak polarita mobilni faze vysSi a nejCastéji je tvorena smési vody a acetonitrilu
¢1 methanolu. Stacionarni fazi v tomto ptipadé€ tvoii okatadecylsilikagel (C18), oktylsilikagel

(C8) nebo pentafluorfenyl silikagel &i fenyl-hexyl silikagel.?

1.1.2 Instrumentace HPLC

Zakladem kapalinového chromatografu je chromatografickd kolona. V soucasné praxi
se pouzivaji nerezove, sklenéné nebo titanové analytické kolony s délkou 5-30 cm, vnitfnim
primérem 2-6 mm, plnéné &asticemi o praméru 3-10 pm. Castice sorbentd mensi neZ 2 pm
se vyuzivaji u techniky UHPLC. Kromé téchto kolon lze vyuzit 1 kolon s povrchove porovitymi

stérickymi Casticemi o velikosti 2,6 pm s inertnim pevnym jadrem, na némz je tenka vrstva
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porovité aktivni stacionarni faze. Tim je umoZnéno jeSté rychlejSi a GCinnéjsi separace.
Pro separace biopolymerd jsou k dispozici napIné s nepérovitymi sférickymi &asticemi
o priméru 1,5-2,5 ptm a naplné s perfaznimi Gasticemi, které vedle difuznich pord, stejnych
jako u béznych pdrovitych naplni, obsahuji i velmi Siroké prdto¢né péry (400-800 mm),
prochazejici celou Castici, kde se urychluje pfevod latek mezi mobilni a stacionarni fazi.
Popsany byly i separace biopolymerd na kapilarnich kolonach, plnénych nepdérovitymi

sférickymi ¢asticemi s prdméry mensimi nez 1 pm.2

vzorek
Cerpadlo —» davkovac kolona detektor

mobiln{ shér dat
faze

odpad

Obrazek 1. Zakladni schéma HPLC4

Pomoci vysokotlakého Cerpadla je Cerpana mobilni faze do chromatografického systému.
Mobilni fazi je obvykle smés polarnich a méné polarnich rozpoustédel, jejichZ pFisludné slozeni
a koncentrace se méni v zavislosti na separovaném vzorku. V zavislosti na fadé faktorl, véetné
rozmérd kolony, velikosti Castic stacionarni faze, pritoku a slozeni mobilni faze mohou byt
generovany pracovni tlaky v rozmezi 30-60 MPa.4

Do chromatografického systému se zavadi malé mnoZstvi analyzovaného vzorku do toku
mobilni faze bud autosamplerem, nebo manuélné pomoci Sesticestného davkovaciho ventilu.4

Na konci chromatografického systému je umistény detektor, ktery postupné detekuje
rozseparované latky vzorku eluované z chromatografické kolony. Na detektory v HPLC jsou
kladeny speciéalni néroky zahrnujici vysokou citlivost, nizky Sum a drift nulové linie, déle
univerzadlnost a maly objem detek&ni cely. Mezi nejCastéji pouzivané detektory v kapalinové
chromatografii  patfi  spektrofotometricky UV-VIS, hmotnostni spektrometr, déle

fluorimetricky, elektrochemicky, refraktometricky a vodivostni detektor.4
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1.2 Spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii

Vyhodou spojeni hmotnostni spektrometrie (MS) s kapalinovou chromatografii
je umoznéni separace a identifikace slozité smési latek v jedné analyze vzajemnou kombinaci
vyhod obou technik. Vysledkem HPLC/MS analyzy je zdznam intenzity vybranych m/z v Case.

Lze ziskat spektra jak v celém rozsahu m/z, tak pouze v uréitém intervalu.’

1.2.1 Princip MS

Princip MS spociva na preméné molekuly analytu na ionizovany stav. Separace iontu
vznikajicich béhem ioniza¢niho procesu je dosazeno na zaklad€ jejich pomeru hmotnosti
k naboji (m/z) v hmotnostnim analyzatoru. Pro ionizaci a separaci iontu je k dispozici nékolik

riznych technik, coZ vede k mnoha rliznym typim hmotnostnich spektrometrd.®

1.2.2 Instrumentace HPLC/MS

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich Casti, a to iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Iontovy zdroj slouzi k prevedeni neutralnich molekul
analytu na nabité Castice tzv. ionizaci, ktera mize probihat bud’ za snizeného tlaku — vakua
(elektronova ionizace (EI), chemick4 ionizace (CI), ionizace laserem za ucasti matrice
(MALDI)), nebo za atmosférického tlaku (ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace
za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)). Podle
pouzitého mnoZzstvi vnitini energie pro ionizaci se ionizacni techniky déli na mé&kké a tvrdé.
Ionizaéni techniky (ESI, APCI, APPI) pracujici za atmosférického tlaku patii mezi nejzadané;jsi
techniky pro spojeni HPLC/MS. V soucasné dobe je predevSim hmotnostni spektrometrie
s elektrosprejovou ionizaci ve spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC/ESI-MS) rutinni a spolehlivou analytickou technikou s obrovskym vyuzitim zejména
v oblasti chemie, biochemie, mediciny a farmacie.’

Dalsi casti je hmotnostni analyzator, ktery slouzi k rozdé€leni iontd v plynné fazi
za vysokého vakua (103-10!! Pa) podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) na zakladé riiznych
fyzikalnich principi. Magneticky nebo elektrostaticky analyzator pracuje na principu zakfiveni
drahy letu iontd v magnetickém nebo elektrickém poli. Dale na principu rizné stability oscilaci
iontd v dvojrozmérné nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvencniho
stiidavého napéti pracuje kvadrupdl (Q) nebo iontova past (IT). Na principu ruzné doby
rychlosti letu iontd pracuje analyzator doby letu (TOF). Na principu rizné frekvence

harmonickych oscilaci ionti kolem specialné tvarované elektrody pracuje orbitalni past
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(Orbitrap) a na rGzné frekvenci rotace pfi cykloidalnim pohybu iontl v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli pracuje iontova cyklotronova resonance.5
Po rozdéleni jsou jednotlivé ionty detekovany a dochazi k urceni jejich relativni

intenzity.5

Dal$imi dllezitymi ¢astmi hmotnostniho spektrometru je také vakuovy systém, iontova
optika slouzici k urychleni a zaostfeni iontl a pocita¢ na ovladani a ladéni pfistroje, shér,

ukladani a zpracovani dat.5

1.2.2.1 lonizace elektrosprejem

ESI je nejCastéji pouzivand ionizatni technika pro spojeni HPLC/MS. Jedna
se 0 mékkou ionizacni techniku pracujici za atmosférického tlaku, ktera se pouziva pro uréeni
molekulové hmotnosti stfedné iontovych az iontovych latek, zejména peptidl, proteind,
sacharidll, nukleonovych kyselin, organometalickych i anorganickych sloucenin. Umoziuje
tvorbu vicenasobné nabitych iontl, tudiz Ize ionizovat molekuly s molekulovou hmotnosti
v fadech 100 tisic hmotnostnich jednotek.5

Zé&kladni princip ESI Ize popsat pomoci tfi zakladnich krokd. Po pfivedeni rozpusténého
analytu kovovou kapiléarou, na které je vloZzeno vysoké napéti (3-5 kV), a kterd je obvykle
umisténa ortogonalné od vstupu do hmotnostniho spektrometru, aby se minimalizovala
kontaminace, nejprve dochazi ke zmlzeni roztoku vzorku na malé elektricky nabité kapicky.
Odpafovanim rozpoustédla dochazi ke zvySeni hustoty povrchového néaboje, a pfi dosazeni
kritické hodnoty dochazi k tzv. coulombické explozi, ktera zplsobi rozpad na jesté mensi

kapicky s rozdélenim plvodnich nabojd. Opakovanim tohoto procesu dochazi k uvolnéni iontd
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z kapicek, které jsou nasledn€ transportovany z atmosférické oblasti do vakua, hmotnostniho

analyzatoru a nasledné na detektor.’

1.2.3 RP-HPLC/ESI-MS

Vysokoucinna kapalinova chromatografie v systému s obracenymi fazemi ve spojenti
s hmotnostni  spektrometrii s ionizaci elektrosprejem (RP-HPLC/ESI-MS) patii mezi
nejbéznejsi metody, u které polarni mobilni fazi obvykle tvoii vodny methanol nebo acetonitril.
Jako aditiva v mobilni fazi se pouzivaji kyselina mravenci a octova (0,05-1 %) nebo octan
a mravencan amonny (0,5-10 mmol/l). Obsah a povaha aditiv je urCujici parametr pro spravnou
ionizaci analytu. Kyselé mobilni faze jsou vhodné pro méfeni kladn€ nabitych iontl, naopak
bazické mobilni faze pro méfeni zaporn€ nabitych ionti. OvSem piednost maji t€kava ¢inidla
v co nejnizSich koncentracich. Pritoky mobilni faze se pouzivaji v rozmezi od 1 pl/min
do 1 ml/min.’

NP-HPLC jsou vétSinou Spatné kompatibilni s ESI, lep$i kompatibilitu vykazuji s APCI
& APPI>

1.2.3.1 Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator je oblibeny predevsim pro svoji jednoduchost a nizkou cenu
a diky tomu se velice rozsifil zejména u hmotnostnich spektrometrli pro spojeni se separacnimi
technikami. Kvadrupolovy analyzator se sklada ze sady Ctyt stejnych kovovych ty¢i kruhového
nebo hyperbolického priufezu délky 20-30 cm, kde na dv€ protilehlé je vlozeno kladné
stejnosmérné napéti, na zbyvajici dveé zaporné stejnosmérné napéti a zaroven na vSechny tyce
je vlozeno vysokofrekvenc¢ni stfidavé napéti. lont pfivedeny do stiedu osy kvadrupolu zacne
oscilovat. V dany asovy okamzik jsou oscilace stabilni pouze pro iont s urcitou hodnotou m/z,
ktery projde kvadrupolem a dostane se na detektor, vSechny ostatni ionty jsou zachyceny
na ty&ich kvadrupolu ®

V ptipadé kvantitativni a MS/MS analyzy se predevsim pouziva tzv. trojity kvadrupél
(QqQ) (Obrdazek 3). Jedna se o tii kvadrupdly spojené za sebou, kdy stfedni Q2 slouzi jako
kolizni cela se zavedenym koliznim plynem (He, N2 nebo Ar), kde dochazi ke kolizim
vybranych ionti kvadrupdlovym analyzatorem Q1 a jejich nasledné fragmentaci. Vzniklé
fragmenty jsou analyzovany pomoci Q3 kvadrupolu. Q1 a Q3 funguji jako hromadné filtry

a vhodné aplikovanym pomeérem stiidavého a stejnosmérného napéti je lze samostatné nastavit
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pro postup (skenovani) ur€itych iontl. Kvadrupélové analyzatory, at uz v jednoduché ¢i trojité

konfiguraci jsou Siroce pouzivéany v klinickych biochemickych LC/MS aplikacich.6

Obrazek 3. Zakladni schéma QqQ6

1.2.4 Tandemovad hmotnostni spektrometrie

Mezi hmotnostni spektrometry umoziujici MS/MS patfi QqQ, IT, TOF-TOF a hybridni
hmotnostni analyzatory. Pomoci MS/MS dochazi k izolaci iontll prekurzoru ajejich nasledné
fragmentaci za vzniku produktovych iontd scilem ziskat maximéalnich informaci zjedné
LC/MS/MS analyzy nebo zlepsit citlivost metody. MS/MS lze rozdélit na techniky umozfiujici
fragmentaci v prostoru, kdy izolace a fragmentace probihd vjiném misté (napf. QQQ)
a na techniky umoZznujici fragmentaci v €ase (napf. IT), kdyZ fragmentace a izolace probiha
v jednom misté.5

V pfipadé trojitého kvadrupdlu se v MS/MS kvantitativni analyze vyuZiva nejCastéji
charakteristickych typl sken(, a to selektivniho zaznamu jedné nebo vice iontovych reakci
(SRM), které vykazuji nejvyssi selektivitu i citlivost. Casté je také pouziti skend iontd
prekurzoru (PI) nebo skenl neutralnich ztrat (NL), které jsou ovsem vhodné pro tfidy latek
nebo slou€eniny obsahujici stejnou funkéni skupinu, poskytujici stejny typ fragmentového

iontu €i neutralni ztraty.5
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1.3 Hyaluronan

Hyaluronan (HA, kyselina hyaluronova) je pfirozené se vyskytujici linearni polysacharid,
chemicky klasifikovany do skupiny glykosaminoglykanl. V organismu se vyskytuje ve formé
sodné soli, proto je Castéji nazyvan hyaluronanem ¢&i hyaluronatem sodnym. Sklada se ze dvou
stfidavé vazanych sacharidovych jednotek P(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu (GIcNAc) a P(1,3)-
D-glukuronové kyseliny (GIcA), které jsou propojené pomoci glykosidické vazby (Obrazek 4).
Vyznacuje se vysokou molekulovou hmotnosti (3 kDa az 20 MDa), v zavislosti na jejim
plvodu. V Tetézci hyaluronanu se tento jednoduchy disacharid opakuje az 10 000x

(n = 10 000).7,89

Obrézek 4. Struktura hyaluronanuld

1.3.1 Vlastnosti HA

Hyaluronan m& mnoho vyjimecnych fyzikéalné-chemickych vlastnosti. Je vSudypfitomny,
neimunogenni a je pfirozenou slozkou extracelularni matrice (ECM) riiznych pojivovych tkani
a netoxicky. Je snadno rozpustny ve vodném prostiedi, ve kterém vytvaFi vysoce viskozni
roztoky v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti a koncentraci. Dale se vyznacuje vysokou
hydrofilitou, nebot’ ma schopnost na sebe véazat velké mnoZstvi vody prostfednictvim své

polarni vazby za vzniku vodikovych mustk{ a pFispiva tak k optimalni hydrataci tkané.9

1.3.2 Vyskyt HA

Nachazi se ve vysokych koncentracich v mékkych pojivovych tkanich, véetné kize,
pupecni $ndry, placenty, chrupavky a synovialni tekutiny kloubd. Vyznamna mnozstvi se také
nachézeji v plicich, ledvindch, mozku a svalech. Také se vyskytuje jako gelova substance

v o€nim sklovitém humoru.8
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1.3.3 Vyuziti HA

Vlastnosti hyaluronanu a podrobné znalosti molekularni struktury jsou velmi ddlezité
pro efektivni aplikace, nebot’ ma rozsahlé vyuZiti v mnoha oborech mediciny, biomediciny,
farmaceutickém a kosmetickém prlimyslu. Zadoucim a snadno dostupnym materidlem
je zejména pro aplikace tkdfnového inZenyrstvi. Zastdvd mnoho funkci v lidském téle a diky
interakci s bunéCnymi receptory a dalSimi molekulami ECM pfispivd k mnoha biologickym
a fyziologickych funkcim, v€etné bunéfné migrace, regulace, adheze a aktivace imunitnich

bunék.11, 12

1.3.4 Modifikace HA

Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti, stability a prodlouzeni rezistence HA, dale
pro posileni, modulaci nebo kontrolu terapeutického plsobeni se zachovanim pfiznivych
biologickych funkci HA je vyuzivano chemickych modifikaci €i tzv. zesitovani za vzniku
hydrogeld.12

HA mUze byt chemicky modifikovana dvéma rdiznymi zplsoby, a to konjugaci nebo
zesiténim. Obé metody jsou zaloZeny na stejnych chemickych podminkach a lisi se pouze
v rozsahu dané reakce. PFi konjugaci je vybrand slou€enina pfipojena na Fetézec HA
jednoduchou vazbou, zatimco pfi sitovani je vybranou slouceninou vzajemné propojeno vice

fetézcl HA mezi sebou, ato dvéma a vice vazbami (Obrazek 5).13

Obréazek 5. Chemickéa konjugace (vlevo) a zesiténi (vpravo) polymeru B

25



Krome toho existuje vice typu zesiténi, a to pfimé zesiténi a zesiténi raznych derivati
HA. Chemicka modifikace HA muze byt provedena piedevsim na dvou dostupnych funk&nich
mistech, prvnim je skupina karboxylové skupiny (-COOH) a druhym mistem je hydroxylova
skupina (-OH). Predpoklada se, ze k reakci dochézi pfedevsim na hydroxylové skupine C6
N-acetylglukosaminové ¢asti HA kvuli lepsi pfistupnosti ¢inidel. Dal§im dostupnym mistem
pro modifikaci viak miiZze byt i pfimo N-acetylova skupina HA (-NHCOCH3) (Obrdzek 4).1?

Pro zesitovani nebo konjugaci HA bylo popsano n¢kolik metod. NejCastéji se reakce
provadi ve vodném prostfedi, ovSem n¢které je tfeba provadét v organickych rozpoustédlech
(dimethylformamid, dimethylsulfoxid), a to z divodu pouzivanych ¢inidel, ktera jsou citliva
na hydrolyzu. V tomto pfipad¢ vsak ale musi byt nativni HA ve formé sodné soli nejprve
pfeménéna na svou kyselou formu nebo na tetrabutylamoniovou sal, aby se rozpustila
v organickych rozpoustédlech.'

Mezi nejpouzivanéj§i modifikace karboxylové skupiny patii amidace, kondenzace
¢i esterifikace. Sitovani hydroxylovych skupin lze provést éterifikaci, poloacetalovou vazbou,
esterifikaci ¢i karbamatovou vazbou, ale i oxidaci. N-acetylovou skupinu lze modifikovat
pomoci deacetylace za vzniku aminoskupiny, ktera muze dale reagovat za vzniku amidové

vazby. 1
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1.4 Hydrogely

Hydrogely jsou materialy tvorené ve vode nerozpustnou siti alespon ¢astecné hydrofilnich
polymerti. Tyto polymery jsou obvykle mékké a elastické diky své termodynamické
kompatibilité¢ s vodou. Pozadovanych vlastnosti se dosdhne hydrofobizaci polymeru nebo
vyuzitim ve vod¢ rozpustného derivatu polymeru s reaktivnimi funk¢nimi skupinami, které
se mohou ucastnit dalSich chemickych reakci vedoucich ke vzniku trojrozmérné polymerni sité
(viz kapitola 1.3.4). Zesitovana sktruktura hydrogell je tvofena silnymi chemickymi vazbami,

kovalentniho a iontového charakteru.’

1.4.1 Rozdéleni hydrogelu

Struktura a vlastnosti specifického hydrogelu jsou mimoradné dualezité pii vybéru
materialu pro konkrétni aplikace, zavisi na vychozich monomerech a makromerech, metodach
syntézy a vyroby, podminkach rozpoustédla a degradace. Hydrogely lze klasifikovat na zdkladé

riznych vlastnosti, vie zaleZi na ptipojené skuping za&lenéné do struktury gelu.'*

Hydrogely mohou byt klasifikovany na zakladé metody ptipravy jako:

o homopolymerni hydrogely — slozeny z jednoho typu hydrofilniho monomeru

o kopolymerni hydrogely — vyrobeny ze dvou typl monomerd, alespon jednoho
hydrofilniho

o multipolymerni hydrogely — pokud jsou pfitomny vice nez tfi typy monomera

e interpenetracni polymerni sité — pfipraveny bobtnanim sit€ polymeru v monomeru, aby

se vytvortila vzajemné se prolinajici sit

Dale na zaklad€ iontovych naboju jako:
o neutrdlni hydrogely

o aniontové hydrogely

o kationtové hydrogely

o amfolytické hydrogely — na stejném hydrogelu pfitomny oba naboje

Také na zakladé realné struktury jako:
e amorfni hydrogely — jsou-li fetézce nahodné uspotradany
o semikrystalické hydrogely — jsou-li pfitomny husté oblasti usporadanych makromolekul

neboli krystalita
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o hydrogelem vazané hydrogelové struktury

o supermolekuldrni sitové struktury a hydrokoloidni agregdty

A na zakladé€ povahy jejich zesiténi jako:
o chemické hydrogely — kdyz jsou zesitény kovalentnimi vazbami
o fyzikdlni hydrogely — kdyz jsou vazany sekundarnimi slabymi vazbami, jako jsou Van

der Waalsovy a elektrostatické interakce nebo vodikové vazby'’

1.4.2 Vyuziti hydrogelu

Hydrogely diky své jedine¢né biokompatibilite, flexibilnim metodam syntézy a zadoucim
fyzikéalnim vlastnostem materialu nachazeji uplatnéni v mnoha biomedicinskych aplikacich
& v regenerativni medicing.'® Siroké uplatnéni maji diky schopnosti zadrzeni velkého mnozstvi
vody, ale také diky své mekké a gumovité konzistenci a podobnosti zivym tkanim. Dale
vykazuji minimalni tendenci k adsorpci proteini z télesnych tekutin kvili jejich nizkému

mezifazovému napéti.'*

1.4.3 Hydrogely na bazi sitovanych derivatu HA

V praxi jsou velmi Casto vyuzivany modifikované hydrogely zalozené na razné bazi.
K ptipraveé hydrogelu se pouziva hyaluronan modifikovany navazanim daného ligandu, ktery
je navazan na polysacharid prostfednictvim tzv. spaceru. Vhodné ligandy obsahuji ve své
struktufe fenolickd a heterofenolicka jadra, kovalentné vézana k zékladnimu fetézci
polysacharidu. Zavedenim spaceru se zvétSuje vzdalenost reaktivniho aromatického centra
od zakladniho tetézce polymeru, a tim se zlepSuje jeho pfistupnost pro interakci s enzymem,
coz zasadnim zpusobem ovliviluje pribéh sitovaci reakce a vlastnost vzniklého hydrogelu.
Ptitomnost tohoto spaceru ve struktuie derivatu HA vede diky jeho flexibilit¢ k navySeni
elasticity. Zavedenim i1 pomérné kratkého spaceru ma za nasledek jiz pfi nizkém stupni

substituce vyrazné zvyseni houZevnatosti vysledného hydrogelu.”

1.4.3.1 Vlastnosti hydrogela na bazi derivatu HA

Hyaluronanové hydrogely jsou plné¢ biokompatibilni, biologicky odbouratelné
a nezplisobuji cytotoxickou reakci.!” Dale vedou ke zvySeni elasticity, tuhosti a houZzevnatosti
vysledného hydrogelu se zachovanim fyzikalnich a biologickych vlastnosti pavodniho

polymeru.® Vybér derivatu vede k pozadované mechanické vlastnosti, nebot vie je ovlivitovano
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jak chemickou strukturou polymeru a jeho koncentraci, tak stupném zesiténi, ale 1 typy
sitovacich ¢inidel a jejich pouzitych mnozstvi. Aby se dosahlo pozadovaného biomedicinského

vykonu, musi hydrogely vykazovat presné viskoelastické, bobtnavé a degrada¢ni vlastnosti.” 1’

1.4.3.2 Vyuziti hydrogelu na bazi derivata HA

Na zakladé fyzikalné-chemické a biologické reakce se hydrogely na bazi polysacharida
vyuzivaji predevS§im v oblasti tkafiového inzenyrstvi, kosmetiky, mediciny, biomediciny
a regenerativni mediciny. Zejména ve tkanovém inzenyrstvi se vyuziva hydrogel jako zakladni
material pro tvorbu tkafiovych nosi¢l — scaffoldii, které nachazeji uplatnéni v oblasti 1éCby
kloubnich a kostnich defektd® a pokousi se tak poskytnout biokompatibilni mechanickou
podporu pro trojrozmérny rust a pln€ nahrazuji zdravé tkané jak ve své struktufe, tak i funkci.
V idealnim ptipadé scaffold usnadiuje tento proces poskytovanim vhodnych signalt bunécné
adheze a diferenciace, coz umoziuje udrzovat fenotyp bunék a podporovat syntézu nativni
ECM.!? Dale se hydrogely na bazi derivati HA vyuZivaji pro dodavani biologicky aktivnich
latek, a to rustovych faktort a 1€Civ. Také se uplatiiuji jako kryti pro hojeni ran, biodegradabilni
bariéra branici vzniku pooperac¢nich sriistii ¢i k augmentaci mekkych tkani a vyplné tkariovych
defektt.’

Konjugace proteinovych 1éCiv na hydrogely na bazi HA derivatd se vyuziva nejen
pro lepsi transport 1€kt na cilové misto, ale i ke zvySeni jejich terapeutického Ginku. Cilem
této techniky je vytvofit tzv. prolécivo kovalentnim navazanim lé¢iva na HA. Lék je uvoliiovan,
jakmile je kovalentni vazba v organismu rozloZena.'* Zasadni je rychla tvorba hydrogelové sité,
¢imz se zvysuje ucinnost zapouzdieni proteinového léCiva a minimalizuje nekontrolovatelna

difuze po jeho podani.'®

1.4.3.3 Stanoveni a charakterizace hydrogelu na bazi derivata HA

Hydrogely na bazi derivath HA lze urCovat na zaklad€ strukturalni charakterizace
(NMR, IR, kalorimetrick4 testovaci metoda), morfologie (SEM, TEM, AFM, DLS) a fyzikalni
charakterizace (stupefi bobtnani, kompresni test, DSC, SEC-MALS, AFFFF).!3

1.4.3.3.1 Nukleiarni magneticka rezonance
Jednorozmérna nuklearni magneticka rezonance ('H NMR) je nezbytnou metodou
pro charakterizaci derivati HA. Pomoci NMR spekter lze kvantifikovat a charakterizovat

chemickou strukturu a stanovit stupenn substituce (DS). Tato metoda vSak neposkytuje
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informace o kovalentnim propojeni, zatimco dvourozmérnd NMR (DOSY) umoziuje rozlisit

molekuly vazané na HA od molekul, které nejsou kovalentné spojené.

1.4.3.3.2 Infracervena spektroskopie

Dals$i béznou a komplementarni charakterizacni technikou pouZzivanou pro stanoveni
derivatt HA je infraCervena spektroskopie (IR), zejména vsak infraCervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR). Metoda umoziiuje pozorovat pfitomnost absorp&nich pasu
noveé vytvofenych vazeb béhem modifikace oproti Cisté HA. Neumoziiuje vSak piesnou

kvantifikaci stupné modifikace.'?

1.4.3.3.3 Kalorimetricka testovaci metoda
Kalorimetrickd testovaci metoda zahrnuje kvantifikaci primarnitho aminu pomoci
ninhydrinového testu. Jedna se o rychly test, ktery snadno urcuje, zda primarni aminoskupiny

detekovatelné pomoci NMR jsou kovalentné navazany na HA, ¢&i jsou volné v roztoku. '3

1.4.3.3.4 Mikroskopické metody
Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a transmisni elektronové
mikroskopie (TEM) lze charakterizovat strukturu vzorku, zejména povrchové vlastnosti véetné
urceni distribuce velikosti ¢astic. Vyhodou je jejich velka hloubka ostrosti, kterd vyjadiuje
schopnost objektivu zobrazit ostfe n€kolik rovin pozorovaného objektu soucasn€. Ptied
samotnou analyzou je oviem nutné hydrogel nejprve lyofilizovat.'?
Dalsi mikroskopickou metodou pouzitelnou pro charakterizaci derivati HA je mikroskopie
atomovée sily (AFM), ktera na rozdil od pfedchozich dvou technik mize poskytnout informace

o morfologii ve vodném prostiedi.'?

1.4.3.3.5 Dynamicky rozptyl svétla
Méfenim dynamického rozptylu svétla (DLS) jsou poskytovany informace
o hydrodynamickém chovani mikro€astic ¢i nano¢éastic HA v roztoku a umoziiuje tak urceni

distribuce priiméru a velikosti jejich &astic.'?

1.4.3.3.6 Meéreni stupné bobtnani v roztoku
Bobtnajici vlastnosti zesiténych hydrogeli na bazi derivati HA jsou =zaloZeny

na zakladé schopnosti zadrzovat vodu. Metoda se pouziva pro srovnani hustot zesiténi
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hydrogeld HA vytvofenych pomoci riznych sitovacich Cinidel. Vysoké hodnoty poméru
bobtnani odpovidaji nizké hustoté zesiténi, nebot’ ¢im hustsi je hydrogelova sit’, tim nizsi
je absorp¢ni kapacita a pomeér bobtnani. Mezi nejucinngjsi sitovaci ¢inidla patii glutaraldehyd
a divinylsulfon. Dale bylo zaznamenano, ze pomér bobtnani se snizuje se zvySujicim
se mnozstvim sitovadla, polyethylenglykol diakrylatu.'?

Ke stanoveni hustoty zesiténi HA hydrogeli se pouziva kompresni test, a to tak,
ze hydrogely jsou stlaCovany definovanou pocatecni silou a kompresni rychlosti. Vysledky
dostaneme v souladu s pomérem bobtnani, tudiz zvySeni mnozstvi sitovaciho Cinidla snizuje
i hustotu zesiténi.'?

K charakterizaci tepelného chovani derivati HA nebo hydrogeld HA se pouziva
diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC), ktera poskytuje informace o jejich hydratacnich

vlastnostech.'3

1.4.3.3.7 Meéreni molekulové hmotnosti

Béznym zpusobem stanoveni molekulové hmotnosti modifikovanych polymert
je chromatografickd vyluCovaci chromatografie spojend s viceuhlym rozptylem svétla (SEC-
MALS). K vypoctu molekulové hmotnosti je zapotiebi vyjadieni konstanty, tzv. specifického
inkrementu indexu lomu (dn/dc) polymeru. Dn/dc hodnoty pro nativni HA se obvykle pohybuji
vrozmezi 1,432-1,670 ml/g v zavislosti na pouzitych parametrech pristroje, rozpoustédla
a méfeni."?

Dalsi metodou pro méfeni molekulové hmotnosti HA je frakcionace tokem
v asymetrickém tokovém poli (AFFFF). Pouziva se k méfeni molekulové hmotnosti a distribuci

molekulové hmotnosti v riiznych ¢asovych bodech sitovaci reakce.'?
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1.5 Tyramin

Tyramin je pfirozene se vyskytujici aromaticky biogenni amin obsahujici hydroxylovou
a aminovou funkéni skupinu (Obrdzek 6). Chemicky zndmy také jako 4-hydroxy-
prekurzor katecholaminti, melaninu, hormond §titné Zlazy a nékolika opiatovych peptidi.
Pouziva se pro vyrobu hyaluronanovych hydrogeld, které se vyrabéji dvoustupiovou

enzymatickou sitovaci metodou. '
NH,

HO

Obrazek 6. Struktura tyraminu'®

1.5.1 Vlastnosti a vyskyt tyraminu

Velky vyznam je kladen na pfitomnost biogennich amind v potravinach a napojich, kde
se piirozené vytvareji béhem fermentacnich procest z aminokyselin. OvSem velky pfijem TYR
muze zpusobit zvySeni systolického krevniho tlaku. Biogenni aminy jsou charakterizovany
vazoaktivnimi a psychoaktivnimi vlastnostmi, diky nimz muzou interagovat s lidskym

metabolismem.?!

1.5.2 Stanoveni tyraminu

TYR se stanovuje pomoci metody kapalinové chromatografie ve spojeni s fluorescen¢ni
detekci (LC/fluorescence), dale pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (LC/MS). Stanoveni se provadi predeviim ve vzorku lidské mo&i®,
ale i v biologickych tkanich. Nejpouzivanéjsimi apravami vzorku pied analyzou jsou extrakce
kapalina-kapalina, extrakce na pevné fazi (SPE), online SPE nebo mikroextrakce pomoci
zabalenych sorbentd (MEPS). Pro zvyseni citlivosti metody se Casto pouziva derivatiza¢niho

kroku.?!

1.5.2.1 LC/fluorescence
LC/fluorescence je zalozena na intramolekularni fluorescencni derivatizaci pyrenovym
¢inidlem. Vysledné derivaty poskytuji fluorescenci v oblasti vinovych délek 440-520 nm, které

jsou podstatn& vy3§i ve srovnani se samotnymi nederivatizovanymi monomery.?’ Samostatny
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tyramin diky své hydroxyfenylové skupiné absorbuje UV zafeni s absorpénim maximem
275 nm.'> Po derivatizaci nasleduje kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi
za podminek izokratické eluce. Jako mobilni faze se pouziva smes acetonitrilu, vody a kyseliny

octové. 2’

1.5.2.2 LC/MS

LC/MS je metoda citliva a vysoce spolehliva. Ke stanoveni se vyuziva jak hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci snastavenim pro zaznam zapornych iont(?°,
tak 1 hmotnostni spektrometrie s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku. Spojenim
vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-
MS/MS) lIze souasné stanovit 16 biogennich amini v moc¢i vCetné tyraminu bez potieby
derivatizace. V pripadé vysokoulinné kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (RP-HPLC-MS/MS) je nejCastéji pouzita

stacionarni faze C18 a mobilni faze sloZena ze smési kyseliny octové, methanolu a vody.?!

1.5.3 Stanoveni dityraminu

Stanoveni se provadi pomoci fluorescencniho spektrofotometru. Na rozdil od tyraminu
po vystaveni UV svétlu fluoreskuje zesitény dityramin modrozelené. Hyaluronové hydrogely
na bazi tyraminu vykazuji excitani maximum pii 285 nm a emisni maximum pii 415 nm.

Stanoveni se provadi pomoci spektrofotometru. 2
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1.6 Hyaluronanové hydrogely na bazi tyraminu

Jedna se o hydrogelové systémy slozené z konjugatii kyseliny hyaluronové (Obrdzek 4)
a TYR (HA-TYR) (Obrdzek 6), obsahujici 4 sacharidové jednotky HA s navdzanym TYR na N-
acetyl-D-glukosamin (Obrdzek 7). V této praci se budeme zabyvat pouze timto definovanym
systémem, ale lze se také setkat s riznymi velikostmi a typy modifikovaného oligosacharidu,
napt. systém obsahujici 6 sacharidovych jednotek + TYR, ale i 8 sacharidovych jednotek +

TYR atd.

OH

HN

coou % coou %

3 3

Obrazek 7. Struktura modifikovaného derivatu HA na bazi tyraminu®

1.6.1 Vlastnosti a vyuziti HA-TYR

Snadno vytvateji trojrozmeérné kovalentni sit€ v in situ, kde je kopulace katalyzovana
kienovou peroxidazou (HRP) a jako oxida¢ni Cinidlo se pouziva peroxid vodiku (H203)
(Obrazek 8). Na rozdil od jinych metod pfipravy hydrogelti na bazi HA je pro vytvoreni
stabilnich konstruktl vyzadovéana relativné nizka substituce tyraminem, takze vétSina HA
disacharidi zl0stava nezménéna. Mechanismus zesitovani umoziiuje nezavislé ladéni
mechanickych vlastnosti a rychlosti gelace zménou koncentrace H2O; a HRP. Krome toho jsou

podminky zesiténi mirné, netoxické a neinterferuji se zivotné dileZitymi bun&&nymi procesy.*
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| /\/©/ H202
HA JJ\
SCHIE ONH THRP

HA
Obrdzek 8. Metoda zesifovani hydrogelu na bazi HA-TYR"

HA-TYR hydrogely jsou snadno injektovatelné, biokompatibilni a biologicky
rozlozitelné > Odolavaji oxidaénimu prostiedi in vitro, protoze reaktivni druhy kysliku aktivuji
HRP, ktery je zodpovédny za tvorbu novych zesitujicich vazeb.® Vyuziti HA-TYR
je pfedevs§im v oblasti tkaiového inzenyrstvi, z divodu biokompatibility a pfilnavosti

v povrchu tkané€ (viz kapitola 1.4.3.2).

1.6.2 Stanoveni hydrogelui na bazi tyraminu

Modifikované HA jednotky lze oddélit od odpovidajicich nemodifikovanych jednotek
raznymi chromatografickymi technikami. OvSem pro ziskani podrobného popisu
modifikovaného derivatu HA je tfeba depolymerizovat jeji strukturu na oligosacharidy
aprovést jJejich analyzu zejména pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
s elektrosprejovou ionizaci ve spojeni s vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii

s obracenymi fazemi (RP-HPLC/ESI/MS/MS) (viz kapitola 1.2.3 a 1.2.4).®
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1.7 Triclosan

Triclosan je chlorovana organicka slou¢enina s molarni hmotnosti 289,54 g/mol obsahujici
hydroxylovou a etherovou funkéni skupinu (Obrdzek 9). Chemicky znamy také jako 2,4,4'-
trichlor-2'-hydroxydifenylether, patfici do skupiny 2-hydroxydifenyletheri.?®> Jedna
se o syntetické, v tucich rozpustné a vysoce u&inné antimikrobialni &inidlo. Siroké vyuZiti
ma predevsim ve farmaceutickych vyrobcich a produktech pro osobni péci, jako jsou zubni

pasty, ustni vody, antisepticka mydla.?*

Cl OH

Cl Cl

Obrazek 9. Struktura triclosanu

1.7.1 Vlastnosti triclosanu

Triclosan je prakticky nerozpustny ve vod¢, stfedné rozpustny v alkalickych roztocich
a snadno rozpustny ve vétsSin€ nepolarnich organickych rozpoustédlech. V pevném skupenstvi
vykazuje relativné dobrou tepelnou stabilitu v rozmezi teplot 150-200°C. Triclosan je velice
ucinny jiz v nizkych koncentracich proti Sirokému spektru gramnegativnich a grampozitivnich
bakterii, mykobakterii, anaerobnich bakterii a hub.%

Dale nejsou k dispozici zadné prokazané studie tykajici se udaja karcinogenity triclosanu
po lokalni aplikaci,?® nicméné n&které in vifro studie na potkanech a lidském materialu ukazaly,

ze 1 nizké koncentrace mohou narusit metabolické systémy a hormonalni homeostazu.

1.7.2 Metabolismus triclosanu

Triclosan se snadno absorbuje kuzi potkant, mor¢at a mys$i. /n vitro studie prokazuji
rychlejsi a rozsahlejsi proniknuti triclosanu potkani kazi oproti kiuzi lidské. Po peroralnim
podani je triclosan snadno a Siroce distribuovan do organu a tkani. Nejvyssi hladiny jsou
pozorovany ve zlu¢niku, jatrech, télesném tuku, plicich a ledvinach, naopak nejnizsi hladiny
jsou detekovany v mozku.?

Po absorpci je triclosan snadno metabolizovan na sulfatové a glukuronidové konjugaty
(Obrazek 10), kromé toho lze pozorovat 1 aromatickou hydroxylaci a §tépeni etherové vazby

triclosanu  a tim tak vznik monohydroxylovaného triclosanu, 2,4-dichlorfenolu
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a 4-chlorokatecholu. Dale muze byt snadno fotodegradovan na dichlorodibenzo-p-dioxin

plisobenim tepla a UV zafenim.?% 2’

Cl OH
/©/ O\©\
Cl Cl
Triclosan
HO O
o o ~wOH
N _OH
Cl o~ \\o Cl 0 - OH
/©/ O\©\ /©/ O\©\6H
Cl Cl Cl Cl
Triclosan sulfat Triclosan glukuronid

cl OH cl OH
> % /
cl \OH i ~Cl cl” i HO/ cl

Monohydroxylovany triclosan

Cl OH
Cl Cl

2,4-dichlorofenol 4-chlorokatechol

Obrizek 10. Metabolismus triclosanu 2
Metabolity triclosanu jsou vyluCovéany stolici a moci. PoloCas eliminace triclosanu

v plazmé se pohybuje piiblizn€ 8-12 h u mysi, 10-15 h u potkant. Dle prokazanych studii

se triclosan v téle neuklada, jak po jednorazovém, tak po opakovaném podani.?
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1.7.3 Stanoveni triclosanu a jeho metaboliti pomoci LC/MS

Ke stanoveni triclosanu v biologickych vzorcich se pouziva kapalinova chromatografie
v HPLC nebo UHPLC konfiguraci ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s ESI nebo APCI
ionizaci.?* ?® Pro stanoveni triclosanovych metaboliti se miiZze vyuZivat fragmentace ve zdroji,
a to prevazné¢ APCI. Aplikace vys§i energie pfi ionizaci vede k vyrazné fragmentaci
vznikajicich iontdl, coZ umoZfiuje strukturni identifikaci triclosanu a jeho metabolit(.?*

Pro ziskéni vice strukturnich informaci je mozné métit MS/MS spektra.?

Tabulka 1. Stanoveni metabolitu triclosanu pomoci LC/MS

Lit. Mo,bllm Kolona Me?abollzace MS podminky | Uprava vzorku
faze triclosanu
241 A: voda, Waters X-terra | hydroxylace, | APCI-MS, extrakce
0,5 % MS-C8 (100 x | sulfatace, ESI-MS; biologického
CH:COOH | 2,1 mm, 3,5 glukuronidace | pfima infuze 5 | vzorku pomoci
as5mM um) a acetylcystein | mg/ml SPE
HCOONHz4; konjugace triclosanu
B: v acetonitrilu,
acetonitril, prutok 10
0,5 % ml/min; He
CH;COOH jako kolizni
a5SmM plyn
HCOONH;4
2 | A: methanol | Chromolith sulfatace, APCI-MS extrakce
B: voda Performance glukuronidace biologického
RP-18 (100 x vzorku pomoci
4,6 mm,; SPE (online SPE-
Merck KGaA) HPLC)
28 | A: voda Waters BEH | hydroxylace, | ESI-MS; ke vzorku plazmy
B: methanol | C18 (2,1 mm x | sulfatace a SRM ptidano 400 pl
50 mm, 1,7 glukuronidace | skenovani ethylacetatu a 6
um) ul standardu ->
uprava pH na 2,5
pomoci HCOOH
-> centrifugace ->
filtrace pomoci
PTFE
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Lit. Mo,bllm Kolona Me?abollzace MS podminky | Uprava vzorku
faze triclosanu
% 1A Luna C18 (4,6 | sulfatace a frakcionace homogenizace
acetonitril; | mm x 250 mm, | glukuronidace | pomoci HPLC | tkani a vykald,
B: 50 mM 5 um) s naslednou dale pfidan
octan UPLC-ESI- ledovy acetonitril;
amonny MS/MS pro plazmu a mo¢
jednotlivych pouze pridavek
frakci; ledového
Ar jako kolizni | acetonitrilu ->
plyn centrifugace
0 1TA0,1% Acquity UPLC | sulfatace a ESI-MS; enzymaticka
vodny HSS T3 (50 glukuronidace | MRM hydrolyza,
roztok mm x 2,1 mm, skenovani; derivatizace
kyseliny 1,8 um) Ar jako kolizni | pentafluorbenzyl-
mravenci plyn bromidem,
B: extrakce kapalina-
acetonitril kapalina
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2 EXPERIMENTALNI CAST
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2.1 Vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni derivatu HA2-TYR, TCS,
TCS sulfatu a TCS glukuronidu

2.1.1 Chemikalie

Na ptipravu mobilni faze byla pouzita kyselina mravenci (Cistota > 95 %; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), methanol (LC-MS (istota; Fisher Chemical, Loughborough, UK)
a redestilovana voda. Na upravu a extrakci vzorkd byl pouzit deuterovany borohydrid sodny
(NaBD4) (Sigma-Aldrich), chloroform (Chloroform G.R. Stabil with Amylene, Cistota P.A.;
Lach-Ner, s.r.o, Neratovice, CR), kyselina octova a trichloroctova (Sigma-Aldrich) a methanol
(for HPLC - Isocratic Grade; VWR Chemicals, BDH®, Rue Carnot, Francie).

Pro analytickou optimalizaci metod a méfeni studovanych vzorki byly pouzity
nasledujici standardy: Triclosan (**Ci2, 99 %) v MTBE (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
MA, USA), ktery byl rozpustén v 50 % MeOH (5 pg/ml); Triclosan O-Sulfate Sodium Salt
a Triclosan O-Beta-D-Glucuronide Sodium Salt (Toronto Research Chemicals, Inc. Toronto,
Canada), které byly rozpustény v 50 % MeOH (20 pg/ml); standardy tyraminu TYR-52 a TYR-
53 rozpusténé v octanovém pufru (20 ug/ml).

Hyaluronovy hydrogel na bazi tyraminu bez obsahu triclosanu a hyaluronovy hydrogel
na bazi tyraminu s obsahem triclosanu byl poskytnut spole¢nosti Contipro, s.r.o. (Dolni
Dobrou¢, Ceska republika). K degradaci hyaluronovych hydrogeld byl pouZit enzym,
procesivni lyaza =z bakterie Streptococcus pneumoniae (SpHyl) aenzym hyaluronat

4-glykanohydrolaza (bovinni testikularni hyaluronidaza, BTH, Sigma-Aldrich).

2.1.2 Pristroje a zarizeni

Pro optimalizaci metody ke stanoveni tyraminu a dityraminu byl pouzivan
chromatograficky systém Shimadzu HPLC vybaveny UV a fluorescencnim detektorem (RF-
10A XL; Shimadzu, Japonsko). Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno pomoci programu
Shimadzu LabSoulutions.

Xevo TQ-XS hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupolem ve spojeni s kapalinovou
chromatogratii (Waters, Milford, MA, USA) byl pouzivan pro hmotnostni spektrometrické
analyzy TCS a produktu rozkladu vzniklych S$tépenim HA derivatu na bazi tyraminu
po enzymatickém §tépeni. Pro vyhodnoceni vysledki méteni byl pouzivan software MassLynx
Xevo (Waters). Separace latek byla provedena na chromatografické koloné Acquity UPLC®
BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7 pm).
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Pro piipravu vzorku byl pouzivan homogenizator tkani PRECELLYS 24-Dual (Bertin
Techologies), homogenizator TissueLyser II (Qiagen, Hilden, Némecko™) pro fyziologickou
homogenizaci, temperovana tfepacka (NB-205 S, N-Biotek), multikapacitni vortex s digitalnim
kontrolnim panelem a ¢asovacem Benchmixer XL Multi-tube vortex (Benchmark Scientific,
Savreville, NJ, USA), minitfepacka s dotykovym chodem Vortex Lab Dancer (IKA), centrifuga
(D2012, Scilogex). Déle byly pouzivany analytické vahy (XSE204, Mettler Toledo), pH metr

(PC 8 + DHS®, XS), mikropipety s nastavitelnym objemem a dalsi drobné laboratorni vybaveni.

2.1.3 Piiprava vzorku a vnitinich standardu

2.1.3.1 Priprava vzorku pro optimalizaci

Ke stanoveni TYR derivatu/hydrogelu a TCS bylo pfipraveno celkem 9 vzorkl. Prvni
vzorek S1 (1 mg/ml) obsahoval hydrogel bez obsahu TCS (531,3 mg) rozpustény v 0,01 M
pufru octanu sodného obsahujici 0,03 M chlorid sodny (10,09 ml; pH 5,4). Ke vzorku byl pfidan
enzym BTH (1,89 ml; 300 IU/mg). Druhy vzorek S2 obsahoval hydrogel bez obsahu TCS
(527 mg) rozpustény v 0,01 M pufru octanu sodného obsahujici 0,03 M chlorid sodny (10,09
ml; pH 5,4). Ke vzorku byl pfidan enzym SpHyl (158,1 pl; 15 pl/mg). Enzymatické §t€peni
(digesce) u obou vzorka bylo provedeno pii teploté 37 °C po dobu 17 hodin. Tteti vzorek S3
byl ptipraven odebranim 2 ml z S1 a bylo k nému ptidano 45 pl enzymu SpHylu. Vzorek byl
enzymaticky §t&pen po dobu 17 hodin. Ctvrty a paty vzorek S4, S5 byl piipraven navazenim
TYR (15 mg; TYR-52; DS =2,3 %; M. = 280 kDa) a rozpusténim ve stejném pufru jako
predchozi vzorky (15 ml). S4 byl stépen s vyuzitim BTH (2,57 mg; 300 IU/mg) a S5 ptidavkem
SpHylu (225 pl; 15 pul/mg). Enzymaticka digesce u obou vzorkt byla provedena pfi teploté
37 °C po dobu 17 hodin. Stejné tak byl pfipraven vzorek S9, navazenim TYR (15 mg; TYR-
53; DS =2,3 %; M. = 281 kDa), rozpusténim v pufru (15 ml) a §t€penim ptidavkem SpHylu
(225 pl; 15 ul/mg). Enzymatickd digesce byla také provedena pii teploté 37 °C po dobu
17 hodin. Vzorky S6 a S7 byly pfipraveny z hydrogelu s obsahem TCS, ktery byl nasledné
podavany intraperitonealn€é mySim pro in vivo studii. Navazené mnozstvi hydrogelu (302,9 mg)
bylo rozpusténo v 0,01 M pufru octanu sodného obsahujici 0,03 M chlorid sodny (5,755 ml;
pH 5,4). Ke vzorku S6 byl ptidan enzym BTH (1,037 mg; 300 IU/mg) a ke vzorku S7 byl ptidan
enzym SpHyl (90,87 ul; 15 pl/mg). Enzymatické Sté€peni u obou vzorkl bylo provedeno
pii teploté 37 °C po dobu 17 hodin. Odebranim 2 ml vzorku S6 a pfidanim 45 pl SpHylu
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a nasledném §tépeni pfi stejnych podminkach jako u predchozich vzorkt byl pfipraven vzorek

S8.

2.1.3.2 Priprava vnitiniho standardu

Pro piipravu vnitiniho standardu (VS) (TYR-52, TYR-53) pro stanoveni tyraminu byl
vzorek S5 (S9) (150 ul) zredukovan deuterovanym borohydridem sodnym (NaBD4; 1 mg).
Reakeéni smés byla michana po dobu 2 h pii 20 °C. Poté byla ke smési pfidana kyselina octova

(10 pl) a smes byla dale michana 20 min pii 20 °C.

2.1.3.3 Priprava vnitiniho standardu TCS
Vnitini standard TCS byl pfipraveny nafedénim 50 % MeOH na koncentraci 5 pg/ml.

Bez dalsich uprav byl dale pouzivan v ramci celé analyzy.

2.1.4 Podminky analyzy

2.1.4.1 Meéreni na LC/fluorescence

Vzorky S1-S5 (100 pg/ml) a standard Cistého tyraminu (10 pg/ml) byly namichany
doroztoku 10 mM octanu amonného a acetonitrilu v poméru 8:2. Mé&feni probihalo
na chromatografickém systému Acquity HPLC s fluorescen¢nim detektorem. Jako mobilni faze
byl pouzit roztok 10 mM octanu amonného (A) a methanolu (B), pratok mobilni faze byl
1 ml/min a teplota kolony 40 °C. Separace probihala na kolon& Acquity UPLC®* BEH C18 (2,1
x 50 mm; 1,7 um). Byly nastaveny 3 metody s riznymi gradienty a stupni citlivosti. Dale bylo
nastaveno excitaéni maximum tyraminu (275 nm), excitacni maximum dityraminu (285 nm)
a emisni maximum obou latek (415 nm).

Pro optimalizovanou findlni metodu analyzy derivatu na bazi tyraminu byl nastaven
nasledujici gradient: 0 minut — 10 % B; 4 minuty — 70 % B; 4,5 minuty — 70 % B; 4,6 minut —
10 % B. Celkova doba analyzy byla 5,1 minut.

2.1.4.2 Méieni na LC/MS/MS

Pro tento ucel byl pouzivan chromatograficky systém Acquity UPLC ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem s ionizaci elektrosprejem Xevo TQ-XS s trojitym kvadrupolem
(Waters, Wilmslow, UK). Pro separaci byla pouzita kolona Acquity UPLC* BEH C18 (2,1 x

50 mm; 1,7 um). Pro stanoveni hydrogelu na bézi tyraminu byla mobilni faze slozena z 0,1 %
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kyseliny mravenci (A) a methanolu (B) s nastavenym pratokem mobilni faze 0,4 ml/min

a teplotou kolony 40 °C. Byl nastaven jiz optimalizovany gradient O minut — 10 % B; 4 minuty

—70 % B; 4,5 minuty — 70 % B; 4,6 minut — 10 % B. Celkova doba analyzy byla 5,1 minut.
Pro stanoveni hydrogelu na bazi tyraminu byly vybrany prekurzory (7abulka 2)

se snimanim jak v rezimu kladnych iontd (ESI"), tak i v reZimu zapornych iontt (ESI).

Tabulka 2. Vybrané prekurzory pro stanoveni hydrogelu na béazi tyraminu — modifikovana
nenasycend disacharidova stavebni jednotka TYR derivatu (AHA2-TYR) a nenasycend

dityraminova modifikovana stavebni jednotka hydrogelu (AHA2-DITYR-AHA?2)

ESI" m/z EST m/z
[(AHA2-TYR)+H]' 612.3 [(AHA2-TYR)-HJ 610,3
[(AHA2-DITYR-AHA2)+Na]" | 1243,5 [(AHA2-DITYR-AHA2)-2H+Na] | 1241,5
[(AHA2-DITYR-AHA2)+H]" 1221,5 [(AHA2-DITYR-AHA2)-H] 1219,5
[(AHA2-DITYR-AHA2)*2H]* | 611,35 | [(AHA2-DITYR-AHA2)-2H]* 609,33

Pro optimalizaci TCS byly pouzity vzorky standardu TCS o koncentracich 0,33 a 0,05
ul/ml (Graf 3 az 8). Separace probihala na koloné Acquity UPLC®* BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7
um) pii 40 °C. Mobilni fazi byla destilovana voda (A) — methanol (B) s pouzitym gradientem
0 minut - 50 % B, 4 minuty — 95 % B, 4,5 minuty — 50 % B a 5 minut — 50 % B. Celkova doba
analyzy byla 5 minut.

2.1.5 Optimalizace apravy vzorku

K jednotlivym vzorkam (100 ul) byly pfidavany vnitini standardy pro stanoveni tyraminu
(20 ug/ml, 10 pl) a triclosanu (5 pg/ml, 10 ul). Vzorky se dale upravovaly pridavkem kyseliny
CCCOOH (4 ul) aextrahovaly smési CHCI/MeOH (3:1; 1 ml). Pfed odbérem
do jednotlivych vialek pro méteni byly tfepany (3 min) a centrifugovany (5 min, 140 x 100
rpm). Vzorky vodné faze (pro stanoveni derivatu) a vzorky organické faze (pro stanoveni TCS)
byly odebrany a zméfeny na LC/MS/MS Xevo TQ-XS.

Déle byla pfipravovana kalibra¢ni tfada v rozmezi koncentraci 0,05 az 100 ug/ml
hydrogelu s obsahem TCS (S7) (Graf 17). Tento hydrogel obsahoval 20 mg/ml HA a 1 mg/ml
TCS, tudiz pro vypocet koncentraci TCS se byla pouzivana kalibra¢ni fada s 20x niz§imi

koncentracemi, a to v rozmezi 0,0025 az 5 ug/ml (Graf 18).
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2.15.1 PFidavek kyselin ke vzorku

Pro optimalizaci pfidavku kyseliny byly ke vzorku plazmy (100 pl) s obsahem vzorku S2
o koncentracich 10, 5 a 1 pg/ml pfidany objemy kyseliny CCIsCOOH, HCI, HNOs, a H2SO4
(4, 8, 10, 12, 14, 16 a 20 pl). Z vysledkl chromatografl bylo zjisténo, Ze nejlépe se jevil
pfidavek kyseliny CChCOOH (4 pl) (Grafl, 2).

Grafl, 2. Pridavek kyseliny CChCOOH ke vzorku
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2.1.6 Optimalizace extrak¢éniho ¢inidla pro extrakci vzorku

Vzorky byly extrahovany metodou extrakce kapalina-kapalina. Pro optimalizaci byla
pouzita rdzna extrakéni Cinidla pro vysraZeni proteinu, a to n-hexan/aceton (1000 pl; 9:1),
MeOH/dichlormethan (1000 pl; 1:1), CHCb/MeOH (1000 pl; 3:1), dale ethylacetat (1000 pl)
a acetonitril (1000 pl). Nejvyssi extrakéni G¢innost pro TCS (91 + 4) % byla dosaZena
s pouzitim extrakéniho Cinidla CHCb/MeOH (1000 pl; 3:1). Pro ostatni extrakéni Cinidla
se (cinnost extrakce TCS pohybovala v rozmezi od (57 + 6) % (n-hexan/aceton) do (83 £ 5) %
(MeOH/dichlormethan). Pro HA-TYR byla nejnizsi extrak¢ni a¢innost dosaZzena také pomoci
smeési n-hexan/aceton (62 + 7) %. Naopak nejvyssi ucinnost extrakce pro HA-TYR byla
dosaZzena acetonitrilem (92 + 6) % a nésledovand smési CHCh/MeOH (88 + 3) %. Smés

CHCb/MeOH byla zvolena jako nejucinngjsi pro oba typy analyt(.

45



2.2 In Vivo studie mySich vzorku

Optimalizovana metoda byla pouzita pro analyzu studovanych sloucenin v biologickych
vzorcich. Jednalo se o 30 vzorkl mysi, do jejichz bfisni dutiny (intraperitonealné) bylo
jednorazove aplikovano 250 ul hydrogelu HA-TYR s obsahem triclosanu. Nasledne byly mysi
umistény jednotlivé do metabolickych kleci, poté byly usmrceny a néasledné byly zpracovany
jednotlivé vzorky mysich télnich tekutin, organti a dalsich biologickych materialt (7abulka 3).
Odbéry vzorka byly provadény v nasledujicich intervalech: 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 5; 7; 10; 15 a 30
den. V ramci diplomové prace byly analyzovany a vyhodnoceny vsechny odebrané vzorky.
Vysledky jsou uvedeny pouze pro organy/tkané/télni tekutiny nejvice zasazené aplikovanymi

latkami.

Tabulka 3. Mysi vzorky ptipravené v rozli€éném ¢ase pro in vivo studii

Plasma (PL) Obsah zaludku (ST*)
Krevni butiky (B) Tenké stievo (SI)

Jatra (L) Obsah tenkého stfeva (SI*)
Slezina (S) Tlusté stievo (LI)

Ledviny (K) Obsah tlustého stieva (LI*)
Plice (LU) Slepé stfevo (A)

Srdce (H) Obsah slepého streva (A*)
Mozek (BR) Chrupavka (C)

Bfisni tuk (F) Stitna zlaza (TG)

Moc¢ (U) Kolenni klouby (KJ)

Zlu¢ (BL) Zbytek aplikovaného materialu (T)
Zaludek (ST) Exkrementy

2.2.1 Pracovni postup pripravy vzorku

Vzorky organt byly navazeny na analytickych vahach do homogeniza¢nich zkumavek
(4ml). Déle byl pfidan 100 mM fostatovy pufr (PBS) spfidavkem kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) (pH 7,4) na vyslednou koncentraci 100 mg/ml a poté byly
vzorky homogenizovany pomoci homogenizatoru tkdni PRECELLYS 24-Dual (Bertin
Techologies). Vyjimkou byla chrupavka a stitna zlaza, u kterych byla provedena fyziologicka
homogenizace na homogenizatoru TissueLyser II (Qiagen®). Z takto pfipravenych homogenatid
bylo odebrano 100 pul a byla provedena enzymatické digesce (30 min, 37 °C) s enzymem SpHyl
(10 pl). Nésledné byl pfidan vnitini standard TCS (5 pg/ml; 10 pl) a vnitini standard TYR (20
ug/ml; 10 pl) a poté byla provedena uprava a extrakce vzorku (viz kapitola 2.1.5). Ke kazdé

46



sérii meteni vzorkl jednotlivych organtl byla pripravena kalibra¢ni fada v rozmezi koncentraci
0,05 az 100 pg/ml.

Ze vzorka plazmy a krevnich bunék bylo odebrano 100 ul a byla provedena enzymaticka
digesce (30 min, 37 °C) s enzymem SpHyl (10 pl). Nésledné byl pfidan vnitini standard TCS
(5 pg/ml; 10 ul) a vnitini standard TYR (20 pg/ml; 10 ul) a poté byla provedena uprava
a extrakce vzorku (viz kapitola 2.1.5). Vzorky moce a zZluCe byly nejprve 10x zfedény a poté

byly upravovany stejnym zptusobem.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace metody stanoveni TCS a jeho metabolit(i

Pro optimalizaci TCS byly pouZity vzorky standardu TCS o koncentracich 0,33 a 0,05
pl/ml (Graf 3 aZ 8). Optimalizovano bylo napéti kapilary v rozsahu 1 az 3,5 kV, dale teplota
desolvatace v rozsahu teplot 250 az 500 °C a pritok plynu v rozsahu 750 az 1200 L/Hr.

Graf3, 4. Optimalizace napéti kapilary pro stanoveni TCS v ESI-rezimu
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Graf5, 6. Optimalizace teploty suSiciho plynu pro stanoveni TCS v ESI-rezimu
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Graf 7, 8. Optimalizace prdtoku plynu pro stanoveni TCS v ESI" rezimu
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Triclosan byl separovan v reten¢nim case 4,06 min. Pro optimalizovanou findlni metodu
pro stanoveni TCS byly na zékladé ziskanych vysledk( (Graf3 aZ 8) s ohledem na maximalni
citlivost pouZzity nésledujici podminky: napéti na kapilafe 2,75 kV, teplota suSiciho plynu
500 °C s prtokem 1200 L/Hr.

Déle byly nastaveny nasledujici MRM pFechody v reZimu pro snimani zaporné nabitych
iontd: prekurzorovy iont o hodnoté m/z 287,11 odpovidajici deprotonované molekule TCS,
produktovy iont o hodnoté m/z 34,89 pfi kolizni energii 4 eV a napéti vloZzeného na vstupni
kuzel (cone voltage, CV) 24 V a produktovy iont o hodnoté m/z 141,98 pfi kolizni energii 34 eV
a CV 16 V. V pfipadé vnitfniho standardu TCS odpovidal iont prekurzoru deprotonované
molekule o hodnoté m/z 299,11 a produktové ionty byly nastaveny na hodnotu m/z 34,89
pfi kolizni energii 4 eV a CV 24 V am/z 147,98 pfi kolizni energii 34 eV a CV 16 V. Pro TCS
sulfat byl nastaven iont prekurzoru deprotonované molekuly na hodnotu m/z 367,03
a produktové ionty byly nastaveny na hodnotu m/z 34,89 pfi kolizni energii 16 eV a CV
24 V am/z 286,94 pfi kolizni energii 14 eV a CV 24 V. Prekurzorovy iont o hodnoté m/z 463,09
odpovidal deprotonované molekule TCS glukuronidu, dale s nastavenymi produktovymi ionty
na hodnotu m/z 112,94 pfi kolizni energii 14 eV a CV 30 V a m/z 286,09 pfi kolizni energii
14 eV a CV 30 V.
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3.2 Optimalizace metody stanoveni AHA2-TYR a AHA2-DITYR-AHA2

Tyraminovy derivat hyaluronanu (HA-TYR) a znéj vytvoreny hydrogel je vysoko
molekularni latka (M derivatu = 280 kDa). Jeho analyza v polymernim stavu pomoci
hmotnostni spektrometrie je prakticky nemozna. Ke strukturalni charakterizaci tyraminového
derivatu i hydrogelu se diive pouZivala bovinni testikularni hyaluronidaza (BTH).® BTH vytvaii
sérii nasycenych, nativnich a tyramin-modifikovanych oligosacharidii hyaluronanu s riznou
délkou oligosacharidového fetézce (od tetrasacharidu az po dodekasacharid), pficemz hlavnim
produktem je tyraminem modifikovany hexasacharid HA. Kromé¢ strukturélni charakterizace
HA-TYR, je v literatufe popsana 1 kvantitativni analyza modifikovaného hyaluronanu
ve vzorcich z in vivo studie.®' K tomuto uelu autofi pouzili enzym SpHyl, tzv. hyaluronan
lydzu, S$tépici modifikovany hyaluronan na nenasycené nativni disacharidy (AHAZ2)
a nenasycené modifikované disacharidy (AHA2-C18:1). Pro sté€peni tyraminového derivatu ani
hydrogelu nebyl tento enzym prozatim pouzity.

Vtéto diplomové praci bylo ke kvantitativnimu stanoveni tyraminového
derivatu/hydrogelu na pocatku testovano pouziti BTH (vzorky — S1-hydrogel bez TCS, S4-
TYR derivat, S6-hydrogel s obsahem TCS) 1 SpHyl (vzorky — S2-hydrogel bez TCS, S5 a S9-
TYR derivat, S7-hydrogel s obsahem TCS), ¢i jejich kombinace (vzorek S3 a S8, hydrogel
bez i s obsahem TCS).

Produkty rozkladu po BTH degradaci byly tvofeny nasycenymi nemodifikovanymi
oligosacharidy (HA4 a HA6), nasycenymi tyramin-modifikovanymi oligosacharidy (HA4-
TYR, HA6-TYR, HA8-TYR a HA10-TYR) a v pipadé hydrogelu i (HA4-DITYR-HA4, HA6-
DITYR-HA6, HAS8-DITYR-HAS, ale i kombinace rizné dlouhych oligosacharidi HA6-
DITYR-HAS, a del§i DITYR-modifikované oligosacharidy). V podstaté lze shrnout, ze byly
detekovany ty samé produkty rozkladu jako v minulosti,® i kdyZ doba enzymatické degradace
byla témét dvojnasobnd. Enzymatickd degradace pomoci BTH nebyla negativné ovlivnéna
pfritomnosti TCS.

Produkty rozkladu tyraminového derivatu pomoci SpHyl byly identifikovany jako
AHA2 a AHA2-TYR. U SpHyl enzymatického hydrolyzatu hydrogelu byl kromé predchozich
latek (AHA2 a AHA2-TYR) detekovan také zesitéeny AHA2-DITYR-AHA2. Vyss§i tyramin-
modifikované oligosacharidy nebyly v hydrolyzatu piitomny, tj. modifikace tyraminem
v poloze C6 na N-acetyl-D-glukosaminu nepiekézi enzymatické hydrolyze.

Kombinace dvou enzymt (BTH a nasledné SpHyl) nepfinesla dal§i vyhodu. Kromeé

produktt popsanych v pfedchozim odstavci (AHA2, AHA2-TYR a AHA2-DITYR-AHA2) byly
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ve smési pfitomny ity samé produkty, ale v nasycené varianté (HA2, HA2-TYR a HAZ2-
DITYR-HA2). Je to dano mechanismem S$tépeni obou enzym(, ktery je stru¢né popsan
na Obrazcich 11 a 12.

GlcA - GIcNAC - GlcA - GIcNAc - GlcA- GIcNAc - GIcA - GIcNAc - GIcA - GIcNAc - GlcA - GIcNAc

I I
TYR TYR
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Obréazek 11. Schématické znazornéni produktl $tépeni hydrogelu na bazi tyraminového
derivatu hyaluronanu pomoci SpHyl. GIcA je kyselina glukuronovd, GIcNAc je #-acetyl-D-
glukosamin, TYR je modifikace tyraminem s linkerem a A znaCi nenasyceny charakter

kyseliny glukuronové (dvojnéa vazba se nachéazi mezi uhliky C4 a C5).
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Obrazek 12. Schématické znazornéni produktd $tépeni hydrogelu na bazi tyraminového
derivatu hyaluronanu pomoci BTH (modfe). Pro kazdy z produktl vznikajici BTH
hydrolyzou jsou také zn&zornény produkty vznikajici degradaci enzymem SpHyl (Cervengé).
GlcA je kyselina glukuronova, GIcNAc je A-acetyl-D-glukosamin, TYR je modifikace
tyraminem s linkerem a A znacCi nenasyceny charakter kyseliny glukuronové (dvojna vazba

se nachéazi mezi uhliky C4 a Cb).

Pro sledovani latek in vivo je nutné zvolit takovou pfipravu vzorku, aby produkty
rozkladu byly co mozné nejuniformné;jsi. VV opafném pripadé bude signél analytu rozstépen
na vicero latek, coz se odrazi v narGstu limitl detekce i kvantifikace. Kromé toho limity detekce
a kvantifikace oligosacharidd hyaluronanu rostou s rostouci délkou oligosacharidového fetézce
(osobni sdéleniM. Hermannova). Vzhledem k tomu byl k dal3i analyze pouzivan pouze enzym
SpHyl. Ke kvantifikaci byly vybrany tyraminem modifikované nenasycené disacharidy, které
jsou charakteristické pro derivat/hydrogel (AHA2-TYR/AHA2-DITYR-AHA2). Pro oba
analyty byly optimalizovany nésledujici podminky: CV v rozmezi 10 az 140 V, kolizni energie

vrs s

v rozmezi 0 az 6 eV, napéti na kapilafe v rozmezi 1 az 3,5 kV, teplota suSiciho plynu v rozmezi
250 az 500 °C a prltok susiciho plynu v rozmezi 750 az 1200 L/Hr. Pro optimalizaci byly
méreny spektrajak v kladném (ESI+), tak v zaporném rezimu zaznamu iontl (ESI-). Hmotnostni
spektra vykazovaly lepSi hodnoty se sniménim v ESl+reZzimu. Pro méfeni byly pouZity vzorky

S2 o koncentraci 1 gg/ml a S5 o koncentraci 100 gg/ml.
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Graf9, 10. Optimalizace CV pro stanoveni AHA2-TYR a AHA2-DITYR-AHA2 v ESI+

plocha

rezimu
AHA2-TYR (POS) AHA2-DITYR-AHA2 (POS)
600000 250000
o o . . « > * b
500000 200000
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150000 -------
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Grafll, 12. Optimalizace napéti na kapilare pro stanoveni AHA2-TYR a AHA2-
DITYR-AHAZ2 v ESI+ rezimu
AHA2-TYR (POS) AHA2-DITYR-AHA2 (POS)
700000 25000
600000
w * el e e e 20000
500000 a
400000 15000
300000 10000
200000
100000 5000
0 0
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napéti na kapilare, kV napéti na kapilare, kV
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Grafl3, 14. Optimalizace teploty susiciho plynu pro stanoveni AHA2-TYR a AHA2-DITYR-

AHA2 v ESI+ rezimu
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Graf15, 16. Optimalizace prdtoku susiciho plynu pro stanoveni AHA2-TYR a AHA2-
DITYR-AHAZ2 v ESI+ rezimu

AHA2-TYR (POS) AHA2-DITYR-AHA2 (POS)
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V ESI+ rezimu byly optimalizovany podminky pro stanoveni AHA2-TYR a AHA2-
DITYR-AHA2. Pro finalni optimalizovanou metodu byly na zakladé ziskanych vysledki
s ohledem na maximalni citlivost (Graf9 az 16) nastaveny nasledujici podminky: sample cone

20 V, napéti na kapilafe 1,5 kV a 2 kV, teplota susiciho plynu 500 °C s pritokem 1100 L/Hr.
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Pro kazdy analyt byla nejprve optimalizovana kolizni energie v rozsahu 5 az 60 eV, a to
vzdy po ptidavku 5 eV. Optimalni hodnoty koliznich energii jsou uvedeny u jednotlivych MRM
prechodi.

Pro stanoveni tyraminu ve formé¢ AHA2-TYR a dityraminu ve formé¢ AHA2-DITYR-
AHAZ2 byly nastaveny nasledujici MRM prechody v rezimu pro snimani kladné nabitych iontl:
prekurzorovy iont o hodnoté m/z 612,37 odpovidajici protonované molekule derivatu (AHA2-
TYR), produktovy iont o hodnot€ m/z 234,19 pfi kolizni energii 40 eV a napéti 20 V, m/z 263,22
pti kolizni energii 30 eV a napéti 20 V a m/z 400,29 pii kolizni energii 30 eV a napéti 20 V.
MRM snimani probihalo v ¢ase 0,8 — 1,6 min. V pfipadé€ vnitiniho standardu derivatu (AHA2-
TYRrep) odpovidal iont prekurzoru protonované molekule o hodnoté& m/z 615,37 a produktové
ionty byly nastaveny na hodnotu m/z 234,19 ptfi kolizni energii 40 eV a napéti
20 V a produktovy iont o hodnoté m/z 421,3 pii kolizni energii 25 eV a napéti 20 V. MRM
snimani probihalo v ¢ase 0,8 — 1,6 min. Pro dityramin (AHA2-DITYR-AHAZ2) byl nastaven
iont prekurzoru dvojnasobné€ protonované molekuly na hodnotu m/z 611,37 a produktové ionty
byly nastaveny na hodnotu m/z 330,74 pii kolizni energii 25 eV a napéti 20 V, m/z 399,27
pii kolizni energii 25 eV a napéti 20 V a m/z 514,32 pii kolizni energii 20 eV a napé€ti 20 V.

MRM snimani probihalo v ¢ase 1,25 — 3 min.

3.3 Robustnost metody

Robustnost analytické metody predstavuje miru kapacity analytické metody zistat
neovlivnénd malymi zmé&€nami experimentalnich podminek a zajistit tak spolehlivost béhem
jejiho pouzivani. Jedna se o indikator reprodukovatelnosti metody béhem rutinniho pouzivani.
Uvadéji se zde poznatky z vyvoje metody, upozornéni na podminky, které mohou ovlivnit
vysledky. Cilem je prokéazat spolehlivost analytické procedury pfi Umyslné variabilite
parametri metody. K ovéfeni robustnosti analytickych metod na 3 koncentra¢nich hladinach
pro kazdy analyt byl pouzit tzv. Youdenlv test.

Bylo pfipraveno 7 proménnych parametr pii 8 pokusech (7abulka 4). Jednalo
se o zmeény objemu extrakéniho C¢inidla, pfidavku kyseliny, dale zména doby tfepani
a centrifugace, teploty kolony, pratoku mobilni faze a CV (7abulka 5). Nasledné bylo
pfipraveno 8 vzorkd o tfech riznych koncentracich (75, 15 a 1 ug/ml) s definovanymi

parametry, které byly poté méteny.
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Tabulka 4. Kombinace parametrt pro zhodnoceni robustnosti

PARAMETRY 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A |A |A Ja a a a
B/b B B |b b B |B |b b
Clc C C C |c C |c C |c
D/d D (D |d d d d D |D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
Gl/g G |g g G |g G |G |g
Vysledek méfeni r z u |V w x|y z

Tabulka 5. Vybrané parametry pro robustnost metody. V zavorce jsou uvedeny

zoptimalizované parametry metody

VYBRANE PARAMETRY PARAMETR A-G |PARAMETR a-g
Ala | extrakeni Sinidlo (1000 pul) 1100 ul 900 ul
Bb | sridavek kyseliny (4 ul) 5 ul 3ul
Cle | doba tfepani (3 min) 3,5 min 2,5 min
D/d teplota kolony (40 °C) 45 °C 35°C
Ele | 4oba centrifugace (5 min) 6 min 4 min
FIA | prittok mobilni faze (0,4 ml/min) | 0,45 ml/min 0,35 ml/min
G/g | napéti na SC:
Derivat (20 V) 2V 18V
Triclosan (20 V) 22V 18V

3.3.1 Vypocet robustnosti

Vypocet robustnosti byl proveden dle schématu vypoctu testu robustnosti (Rovnice [)

Test robustnosti spocival v testovani nulové hypotézy Ho;, Vi = 0, za predpokladu, ze vSechny

kontrasty Vi jsou nulové.

Rovnice 1. Schéma vypoctu testu robustnosti

1 1
Va=Z0+ttutv)—2wtxtyt+z)=(A-a)

1

1
4(r+t+w+x)——(v+u+y+z):(B—b)

Vo =
B 4

1 1
VC:Z(r+u+w+y)—z(t+v+x+z):(C—c)
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1 1
VD:Z(r+t+y+z)—z(w+x+u+v):(D—d)

1 1
VE:Z(r+x+u+Z)—Z(W+t+y+v):(E—e)

1 1
VF:Z(r+w+z+v)—z(t+x+y+u):(F—f)

1 1
VG=Z(r+x+y+v)—z(w+t+u+z):(G—g)

Dale byl vypocten interval spolehlivosti kontrastu dle vztahu (Rovnice 2). V ptipadé,
ze vypocteny interval spolehlivosti obsahoval bod nula, znamenalo to, Ze kontrast je statisticky

nevyznamny a danou metodu pro dany parametr bylo mozné prohlasit za robustni.

Rovnice 2. Vypocet intervalu spolehlivosti kontrastu

a SD
Lip =V, (1~ /2:'7)'5

Hodnota odhadu smérodatné odchylky (SD) byla vypocitana obvyklym zpusobem

ze sedmi méteni (Rovnice 3.).

Rovnice 3. Vypoclet odhadu hodnoty smérodatné odchylky

_ (rt+ttutv+wtx+y+z)

1 _ 5 —x v
SD—7\/(r )2+ -+ (z—%)2% kdex = .

3.3.2 Vysledky testu robustnosti

Pro vyhodnoceni robustnosti analytické metody stanoveni TCS a HA-TYR jsou jako
vysledky meéteni pro kazdy analyt a koncentraCni hladinu uvedeny hodnoty koncentraci
vyjadiené v ug/ml. Hodnoceni bylo provadéno na hladin€ vyznamnosti & = 0,95. Aritmeticky
pramér, smérodatna odchylka, kontrasty Va-Ve a intervaly spolehlivosti kontrastd byly
vypocteny dle Rovnic 1 az 3. Vzhledem k tomu, ze relativni smérodatné odchylky (RSD)
pro TCS 1 HA-TYR byly pomérn€ nizké (pohybovaly se v rozmezi od 3,03 do 12,77 %), nebyly
jednotlivé vysledky podrobeny testu odlehlosti. Po vyhodnoceni vysledki méfeni byla
potvrzena spolehlivost obou analytickych metod, nebot hodnotu O obsahuje kazdy interval
spolehlivosti kontrastu Li2. Zadna z testovanych podminek nema vliv na méfeni a metodu

stanoveni TCS 1 HA-TYR Ize prohlasit za robustni.
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Tabulka 6. Vysledky méteni pro TYR derivat (¢ =75 ug/ml) s pouzitim VS

DERIVAT/VS |75 ng/ml
Vysledek méteni |r t u v W X y z
(ng/ml) 73.49 |78.27 83,18 |66,86 |70.44 |73.36 |67,96 |6931
Hladina vyznamnosti o 0,95
Kvantil Studentova rozdéleni t(1-0/2) 2,364624
Aritmeticky pramér X 72,86
Smérodatna odchylka SD 5,54
Relativni smérodatnd odchylka (%) |RSD 7,60
Kontrast Interval spolehlivosti kontrastu
Oznadeni Hodnota L1 L
Va 5,1868 ~4,0788 14,4525
Vi 2,0597 ~7.2059 11,3254
Ve 1,8166 ~7,4491 11,0823
Vb -1,2025 -10,4681 8.0632
Vi 3,9490 25,3166 13,2147
Vr -5,6691 14,9348 3,5966
Ve -4.8841 ~14,1498 43815
Tabulka 7. Vysledky méteni pro TYR derivat (c = 15 ug/ml) s pouzitim VS
DERIVAT/VS |15 pg/ml
Vysledek méteni |r t u \ w X y z
(ng/ml) 1531 |1440 |17,54 [13.11 [17,24 [17,02 |17.35 |16,99
Hladina vyznamnosti o 0,95
Kvantil Studentova rozdéleni 1(1-0/2) 2,364624
Aritmeticky pramér X 16,12
Smérodatna odchylka SD 1,65
Relativni smérodatnéd odchylka (%) |RSD 10,24

Kontrast Interval spolehlivosti kontrastu
Oznaceni Hodnota L1 L2
Va -2,0611 -4,8202 0,6980
Vs -0,2576 -3,0168 2,5015
Ve 1,4834 -1,2757 42425
Vb -0,2135 -2,9727 2,5456
Ve 1,1908 -1,5683 3,9500
Vr -0,9137 -3,6729 1,8454
Ve -0,8468 -3,6059 1,9124
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Tabulka 8. Vysledky méteni pro TYR derivat (c = 1 pg/ml) s pouzitim VS

DERIVAT/VS |1 pg/ml
Vysledek méteni |r t u v W X y z
(pg/ml) 097 0,98 (096 099 [099 [1,04 [095 1,03
Hladina vyznamnosti o 0,95
Kvantil Studentova rozdéleni t(1-0/2) 2,364624
Aritmeticky pramér X 0,99
Smérodatna odchylka SD 0,03
Relativni smérodatnd odchylka (%) |RSD 3,03
Kontrast Interval spolehlivosti kontrastu
Oznadeni Hodnota L1 L
Va -0,0278 -0,0823 0,0267
Vi 0,0141 -0,0404 0,0686
Ve -0,0430 -0,0975 0,0115
Vb -0,0143 -0,0688 0,0402
Vi 0,0245 -0,0300 0,0790
Vr 0,0093 -0,0452 0,0638
Ve -0,0029 -0,0575 0,0516
Tabulka 9. Vysledky méfeni pro triclosan (¢ = 3,75 pg/ml) s pouzitim VS
TRICLOSAN/VS (3,75 pg/ml
Vysledek méfeni |1 t u \ w X y z
(pg/ml) 372 (3,93 [401 (3,79 [3,89 [3.48 [3.40 3,69
Hladina vyznamnosti o 0,95
Kvantil Studentova rozdéleni 1(1-0/2) 2,364624
Aritmeticky pramér X 3,74
Smérodatna odchylka SD 0,21
Relativni smérodatnéd odchylka (%) |RSD 5,61
Kontrast Interval spolehlivosti kontrastu
Oznadeni Hodnota L1 L2
Va 0,2450 -0,1122 0,6022
Vs 0,0306 -0,3266 0,3878
Ve 0,0344 -0,3228 0,3916
Vb -0,1058 -0,4630 02514
Vi -0,0316 -0,3888 0,3256
Vr 0,0668 -0,2904 0,4240
Vo -0,2845 -0,6417 0,0727
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Tabulka 10. Vysledky méfeni pro triclosan (¢ = 0,75 ug/ml) s pouzitim VS

TRICLOSAN/VS |0,75 pg/ml
Vysledek méfeni | t u v W X y z
(ng/ml) 0,69 0,75 (0,70 [0.69 |0,72 0,69 |0.68 0,76
Hladina vyznamnosti o 0,95
Kvantil Studentova rozdéleni t(1-0/2) 2,364624
Aritmeticky pramér X 0,71
Smérodatna odchylka SD 0,03
Relativni smérodatnd odchylka (%) |RSD 4,23
Kontrast Interval spolehlivosti kontrastu
Oznaceni Hodnota L1 L
Va -0,0076 -0,0588 0,0435
Vi 0,0076 -0,0436 0,0587
Ve -0,0245 -0,0756 0,0267
Vb 0,0206 -0,0305 0,0718
Vi -0,0016 -0,0528 0,0495
Vr 0,0095 -0,0417 0,0606
Ve -0,0452 -0,0963 0,0060
Tabulka 11. Vysledky méfeni pro triclosan (¢ = 0,050 pg/ml) s pouzitim VS
TRICLOSAN/VS |0,050 ng/ml
Vysledek méfeni |1 t u \ w X y z
(pg/ml) 0,056 0,040 0,043 [0,051 |0,046 |0,041 |0,046 |0,056
Hladina vyznamnosti o 0,95
Kvantil Studentova rozdéleni 1(1-0/2) 2,364624
Aritmeticky pramér X 0,047
Smérodatna odchylka SD 0,006
Relativni smérodatna odchylka (%) |RSD 12,77
Kontrast Interval spolehlivosti kontrastu
Oznaceni Hodnota L1 L2
Va 0,0002 -0,0103 0,0106
Vs -0,0030 -0,0134 0,0075
Ve 0,0006 -0,0099 0,0110
Vb 0,0044 -0,0060 0,0149
Vi 0,0034 -0,0071 0,0138
Vr 0,0096 -0,0008 0,0201
Vo 0,0019 -0,0085 0,0124
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3.4 Validace metody

Pti validaci posuzujeme, zda jsou parametry analytické metody takové, aby bylo mozno
touto metodou ziskat vysledky pozadované jakosti.

V ramci validace analytické metody byla nejdfive ovéfena jeji spravnost, ktera
je definovana jako tésnost shody ziskané hodnoty s hodnotou skute¢nou, ¢i referenéni
hodnotou. Také byla sledovana preciznost meéteni, tj. t€snost shody mezi naméfenymi
hodnotami ziskanymi opakovanymi méfenimi na stejném pfistroji za stejnych pracovnich
podminek v kratkém Casovém useku (opakovatelnost) i delSim Casovém useku (mezilehla
preciznost).

Byla pfipravena kalibracni tada (viz kapitola 2.1.5) vCetné 3 vzorkd v riznych
koncentracich (75, 15 a 1 pg/ml pro HA-TYR a 3,75, 0,75 a 0,05 ng/ml pro TCS), které byly
upravovany, extrahovany a v kazdé sérii prométfeny celkem 3x. Takto pfipravena série
se stejnym zpusobem opakovala béhem nasledujicich dnt (den 1, 5 a 12). Dale byla ovéfovana
stabilita vzorkd po dobu 14 dni pfi teploté skladovani -20 °C. Také byla sledovana stabilita
po 14 dnech pii teploté skladovani -20 °C se tfemi cykly rozmrazeno/zamrazeno. Vzorky byly

nasledn€ upravovany, extrahovany a méteny.

3.4.1 Vysledky validace metody

Spravnost analytické metody byla ovéfena vyjadfenim jeji vytéznosti. Ovéreni bylo
provedeno na 3 koncentracnich hladinach. Vytéznost analytické metody pro stanoveni HA-
TYR se pohybovala v rozmezi od 87 do 125 % (Tabulka 12), pticemz nejvysS§ich odchylek bylo
dosazeno na nejnizsi koncentra¢ni hlading, 1 ug/ml. Vezmeme-li v Givahu, ze byl analyzovan
derivat s DS 2,3 %, koncentrace AHA2-TYR v analyzovaném roztoku ve skute¢nosti neni
1 pg/ml, ale je zhruba 43x nizsi (23 ng/ml), byla odchylka od spravné hodnoty mensi nez 25 %
povazovana za dostate¢nou.

Opakovatelnost stanoveni HA-TYR vyjadiena jako RSD ze tfi opakovani nabyvala
hodnot nizSich nez 9 % (Tabulka 12). Mezilehla preciznost vyjadiena jako RSD z deviti
opakovani, které byly ziskany métenim ve tfech dnech (nejedna se o dny za sebou jdouct, nybrz
kalendaini den 1, 5 a 12), byla rovna 5,74 % (1 pg/ml), 7,48 % (15 pg/ml) a 6,68 % (75 ug/ml).
Graf 17 znéazoriuje kalibratni pfimky z téchto méteni. Relativni smérodatna odchylka mezi
smérnicemi kalibra¢nich piimek byla rovna 1,95 %, co naznacuje stabilitu LC-MS systému

béhem testovani.
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Tabulka 12. Experimentalné zjisténa koncentrace, pfesnost a relativni smérodatnd odchylka
TYR derivatu pro tfi rlizné koncentrace pro méfeni probihajici béhem 3 dni. RSD je vyjadiena

ze 3 opakovéani pro kazdy den a koncentraci

DERI- Den 1 Den 5 Den 12

VATIVS
c Vytéznost RSD ¢ Vytéznost RSD ¢ VytéZznost RSD
pg/ml pg/ml pg/ml

1 pg/ml 1,23 123 % 3% 114 114 % 4% 105 105 % 9%
1,16 116 % 1,17 117 % 1,25 125 %
1,19 119 % 1,08 108 % 111 111 %

15 pg/m 1525 102 % 4% 1305 87% 8% 1404 9% 7%
1645 110 % 1475 98 % 1512 101 %
1534 102 % 1526 102 % 1319 83 %

75 pg/ml - 7115 95 % 5% 7475 100 % 7% 8530 114 % 5%
7835 104 % 84,70 113 % 8419 112%
7305 97 % 76,59 102 % 7742 103 %

Grafl7. Kalibra¢ni pfimky pro TYR derivat s pouZzitim VS

in 8
> Den 1 y = 0,0724x + 0,0078
Den 5 R2=0,9989
< 6
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5 | y = 0,0735x + 0,0094
Y R2 = 0;9993
4
3 y = 0,0707x + 0,0099
R2 = 0,9991
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1
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VytéZznost analytické metody pro stanoveni TCS se pohybovala v rozmezi

av v

koncentracni hlading, 0,05 pg/ml. Opakovatelnost stanoveni TCS vyjadfena jako RSD ze ftfi

v

opakovani nabyvala hodnot nizSich nez 23 % (Tabulka 13), pficemzZ nejhorsi opakovatelnosti

sy v

kvantifikace TCS. Pro vy38i koncentrani hladiny RSD ziskané v ramci opakovatelnosti

nepfekroCilo 10 %. Mezilehla preciznost vyjadfena jako RSD z deviti opakovani, které byly
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ziskdny méfenim ve tfech dnech (nejedna se o dny za sebou jdouci, nybrz kalendé&fni den 1, 5

a 12), byla rovna 20,8 % (0,05 gg/ml), 7,78 % (0,75 gg/ml) a 6,94 % (3,75 gg/ml). Graf 18

znazorfiuje kalibraéni pfimky z téchto méfeni. LC-MS systém pouzivany pro testovani byl

béhem celé doby pomérné stabilni.

kalibracnich pfimek byla rovna 3,57 %.

Relativni smérodatnd odchylka mezi

smeérnicemi

Tabulka 13. Experimentalné zjisténa koncentrace, pfesnost a relativni smérodatna odchylka

triclosanu pro tfi rlizné koncentrace pro méfeni probihajici béhem 3 dni

TCS

0,05
gg/ml

0,75
gg/ml

3,75
gg/ml

Graf18. Kalibracni pfimky pro triclosan s pouzitim VS

18
16
< 1
12
10

o N B~ OO

Den 1

C
gg/mi
0,07
0,05
0,06
0,83
0,91
0,79
3,50
3,66
3,57

VytéZznost

138 %
104 %
122 %
111 %
121 %
105 %
93 %
98 %
95 %

Den 1
Den 5
Den 12

RSD

Den 5

C
gg/mi

14% 0,06

6 %

2%

0,04
0,04
0,76
0,91
0,74
4,08
4,14
4,11

VytéZznost  RSD

126 %
88 %
86 %
101 %
121 %
98 %
109 %
110 %
110 %

23 %

10 %

1%

y = 3,2811x - 0,0769

R2=

0,9985

y = 3,0555x - 0,0083

Den 12

C
gg/ml
0,07
0,06
0,07
0,83
0,78
0,76
3,58
3,62
3,65

R2 = 0,9989

y =3,159x + 0,0137
R2 = 0,9975
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Dale byla ovéfovana stabilita vzorkli po dobu 14 dni pfi teploté skladovani -20 °C

a tepelném namahani vzorkl, ze které vyplynulo, ze vzorky mohou byt pii definovanych

podminkéch skladovany nejméné béhem 14 dni.

Tabulka 14. Stabilita vzorkd po dobu 14 dni pfi teploté -20 °C. Vyjadieno jako vytéznost

analytu po skladovani (14 dni, -20 °C).

Teoreticka koncentrace
TYR derivatu/TCS TYR DERIVAT/VS TCS/VS
1/0,05 pg/ml 118 £ 13 % 103 +5
15/0,75 ng/ml 110+ 12 % 89+ 6
75/3,75 ng/ml 98 £ 8 % 105+2

Tabulka 15. Stabilita vzorkli po dobu 14 dni pfi teploté -20 °C; rozmrazeno/zamrazeno — 3

cykly. Vyjadieno jako vyté€znost analytu po uvedeném zachazeni se vzorky.

Teoreticka koncentrace
TYR derivatu/TCS TYR DERIVAT/VS TCS/VS
1/0,05 pg/ml 114 +7% 118+ 9
15/0,75 ng/ml 107 £ 8 % 106 + 4
75/3,75 ng/ml 108 £5 % 95+ 1

3.5 Vysledky in vivo studie mySich vzorki

3.5.1 Distribuce v mySich organech a krvi — TCS a jeho metabolity

V nasledujicich grafech (Graf 19 az 30) je zobrazena farmakokinetika TCS, TCS sulfatu
(TCS-S), TCS glukuronidu (TCS-GL) ve studovanych biologickych vzorcich. Grafy vyjadiuji
jednak zavislost koncentrace studované latky na Case, ale také zavislost vyjadienou
v procentech aplikované davky na Case.

Z vysledka vyplyva, ze hlavnim metabolitem TCS je TCS-sulfat, na rozdil od doposud
publikované védecké literatury, kde je jako hlavni metabolit popsan TCS-glukuronid.?’
Z peritonea je TCS velmi rychle absorbovan do krevniho fe€ist€ (7max. 0,5 dne, za tuto dobu
je ve zbytku aplikovaného hydrogelu ptitomno pouze 8 % aplikované davky — Graf 29 a 30)
a dale distribuovan do jater, ledvin a sleziny (Graf 23-28). Hodnota 7max. = 0,5 dne neni velmi
ptesna, protoze v kratSich ¢asovych intervalech nebyla studie provedena. Je pravdépodobné,
Ze tato hodnota by mohla byt nizsi, podobné jako u intra vaginalni aplikace TCS, kde Tiax. = 2-

4 hod.?? Zna¢na ¢ast TCS a jeho metabolitli byla také detekovana v piitomnosti krevnich bungk
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(Graf2l a 22). Z provedenych testl ale nevyplyva, zda se tyto latky na krevni buriky vazou,
protoze analyzované bunky nebyly pred analyzou nijak promyvany. Stanovené mnozstvi tedy
mUze odpovidat TCS ajeho metabolitlim nachazejicich se v krevni plazmé. Poloc¢as eliminace
(Tm) TCS-S, TCS-GL a TCS v krevni plazmé je 7, 58 a 33 hod. Tyto hodnoty jsou ale taktéz
zavislé na Case vzorkovani. Podobné hodnoty (18 a 13 hod.) byly publikovany jiz dfive
pro intraperitonedlné aplikovany TCS potkanim a mor¢atdim.33 Tm TCS v krvi rovny 8,8 hod.
byl také stanoven pro intravenézné aplikovany TCS (davka 5 mg/kg vahy zvifete) potkanim
rodu Wistar.3

Pro mysi byl také stanoven polocas eliminace TCS jatry (8 hod.) po oralni aplikaci
mysim.34 Z namérenych dat v ramci diplomové préce byl jaterni Tm rovny 11 hod. pro TCS
i TCS-S. Tm u jater pro TCS-GL byla rovna 90 hodin. Tato hodnota ale nedava smysl
aje nadhodnocend zejména tim, Ze obsah TCS-GL v jatrech je ve vSech €asovych intervalech
velmi nizky. Na rozdil od TCS a TCS-S, byl TCS-GL distribuovén vice do ledvin neZ do jater.
Eliminace TCS a jeho metaboliti je téméF ukoncena v ¢ase do 2 dnd od intraperitonedlnino
podani hydrogelu sobsahem TCS. V delSich ¢asovych intervalech bylo ve vSech
analyzovanych orgéanech, tkéanich a télnich tekutinach detekovano velmi malé mnoZzstvi TCS
ajeho metabolitd. Zbytkovy obsah TCS v aplikovaném hydrogelu byl méné nez 2 %

z aplikované davky.

Graf19, 20. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL v krevni plazmé v zavislosti na ¢ase
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Graf2l, 22. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL v krevnich bufikdch v zavislosti na Case
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Graf23, 24. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL v jatrech v zavislosti na Case
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Graf25, 26. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL ve sleziné v zavislosti na €ase
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Graf27, 28. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL v ledvinach v zavislosti na ¢ase
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Graf29, 30. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL ve zbytku materidlu v zavislosti na ¢ase
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3.5.2 Distribuce v mySich organech a krvi - tyraminovy derivat

V nésledujicich grafech (Graf31 az 34) je zobrazena distribuce tyraminového derivatu
ve studovanych biologickych vzorcich. Grafy vyjadruji jednak zavislost koncentrace studované
latky na Case, ale také zavislost vyjadienou v procentech aplikované davky na Case.

Na rozdil od TCS, je tyraminovy derivat/hydrogel absorbovan z peritonea mysi velmi
pomalu. 1 30 dnl od aplikace bylo v peritoneu analyzovéno zhruba 50 % podaného materialu
(Graf34), co znaci velmi omezenou absorpci. Obsah tyraminového derivatu pri aplikaci je 2 %
a tomu pri pouzitém zpUsobu zpracovani vzorkl odpovida koncentrace pii analyze zhruba
40 gg/ml. Témér 98 % hydrogelu je voda. Z vysledkd je ziejmé (Graf33), Ze obsah HA-TYR
v materialu, ktery se nachazi v peritoneu mysi, se zvySuje na zhruba dvojnasobek. Je to zifejmé
zpUsobeno tim, Ze obsah vody v aplikovaném hydrogelu je pFili§ vysoky a po dostate¢né dlouhé
dobé se tento obsah sniZi na prirozenou hodnotu (zfejmé kolem 96 %). Tento Udaj je mozné
podpofit dalSimi daty Contipro, které byly ziskdny v in vivo studiich pri intraperitonedlni
aplikaci suchych filmd na bazi hyaluronanu (osobni sdéleniM. Hermannova). V tomto pripadé
je obsah derivatu a vody ve filmu pri aplikaci rovny 90, resp. 10 %. V prdbéhu ¢asu obsah
derivatu poklesne na hodnotu zhruba 4 % a zbytek je tvoren absorbovanymi proteiny (asi 2 %)

avodou.
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Graf3l, 32. Koncentrace TYR derivatu ve vybranych télnich tekutindch a orgadnech v zavislosti

na case
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Graf33, 34. Koncentrace TYR derivatu ve zbytku materialu v zavislosti na ¢ase

3.5.3 Vylucovani TCS a jeho metabolitl a tyraminového derivatu

Nasledujici grafy sumarizuji vyluovani TCS ajeho metabolitli stolici a moci (Graf35
az 38). Vylu€ovani tyraminového derivatu je vyobrazeno v Grafech 39 a 40. Grafy vyjadfuji
jednak zavislost koncentrace studované latky na cCase, ale také zavislost vyjadrenou

v procentech aplikované davky na Case.
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Vylucovani TCS a jeho metabolitd se lisi v zavislosti od jedince. U mysi a potkan(
prevazuje vylucovani jatry pres Zlu¢, u morcat prevlada distribuce do ledvin doprovazena
vylu€ovanim TCS a jeho metabolitd mo¢i.27 U ¢lovéka jsou TCS ajeho metabolity primarné
vylucovdny mocCi a exkrece stolici je popsana jako sekundarni.® VyluCovani TCS a jeho
metabolitli je v souladu s literaturou, protoZe stolici bylo vyloug¢eno zhruba 30 % a moci pouze
2,5 % aplikované davky TCS (Graf36 vs. Graf38). Celkové bylo ve formé TCS, TCS-S a TCS-
GL vylouceno zhruba 35 % aplikovaného TCS. V ramci diplomové préce vSak nebyly
analyzovany vsechny jeho metabolity. Tulp a kol.3 popsali 5 hydroxylovanych metabolit(i
TCS, které byly vylouceny moci. 3 z nich byly také nalezeny ve stolici. DalSimi popsanymi
metabolity TCS jsou produkty Stépeni etherové vazby, a to 2,4-dichlorofenol
a 4-chlorokatechol. Z hlediska latkové bilance TCS je nutné v odebranych vzorcich stanovit

i tyto dalsi latky.

Graf35, 36. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL ve stolici v zavislosti na ¢ase

25
20
"3 TCS
E 5 -+ -TCS-S
% -«-TCS-GL
10
5
0
0 5 10 15
¢as, den

70



Graf37, 38. Koncentrace TCS, TCS-S a TCS-GL v mo¢i v zavislosti na ¢ase

Tyraminovy derivat/hydrogel je také prevazné vylucovan stolici (Graf 40).
Ve sledovanych Casech vSak bylo jesté témér 50 % materialu pFitomno v peritoneu mysi.
Farmakokinetika derivat( na bazi hyaluronanu neni prozatim popsana. Nadale z(stavéa otazkou,

zda je derivat vylucovan v nezménéné formé nebo jestli mlze byt metabolizovan.

Graf39, 40. Koncentrace TYR derivatu ve stolici a moci v zavislosti na Case
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3.5.4 Distribuce v mySich organech a krvi - souhrn

Souhrnna organova distribuce triclosanu ajeho metabolitli je vyobrazena v Grafech 41
az 43. Podobné jsou data shrnuta i pro tyraminovy derivat (Graf 44). Grafy nazorné shrnuji
vysledky popsané v predchozich C¢éastech. Je znézornén kumulativni obsah analytu
v jednotlivych organech/téInich tekutindch/materialu vyjad¥eny v procentech aplikované davky
v zavislosti na Case. Grafy sumarizuji i vysledky z ostatnich sledovanych tkani, organ(
Ci télnich tekutin. Z namérenych dat vyplyva, Ze dfive nepopsané organy a télni tekutiny nejsou

z hlediska distribuce, metabolismu a vyluc¢ovani TCS a HA-TYR kliCové.

Graf4l, 42, 43. Souhrnna distribuce TCS, TCS-S a TCS-GL
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TCS-GL bez dat z metabolickych kleci
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Graf44. Souhrnnd distribuce tyraminového derivatu
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4 Zavér

V diplomové praci byly zavedeny metody stanoveni TCS a jeho metabolitt
a tyraminového derivatu. Tyraminovy derivat hyaluronanu je mozné kvantifikovat
po enzymatické degradaci hyaluronan lyazou. Typickymi fragmenty hydrogelu na bazi
tyraminového derivatu hyaluronanu jsou nenasycené nemodifikované disacharidy (AHAZ2,
vramci diplomové prace nebyly studovany) a nenasycené modifikované disacharidy
(modifikace pomoci tyraminu s linkerem AHA2-TYR a spojeni dvou modifikovanych
disacharidi pres dityramin AHA2-DITYR-AHA2).

Pro vSechny studované latky byly optimalizovany parametry dulezité z hlediska
stanoveni pomoci hmotnostni spektrometrie, zejména polarita, napéti na ,,sample cone*, napéti
na kapilafe a teplota a pratok susiciho plynu. Pro kazdy analyt byla nasledné optimalizovana
kolizni energie s cilem dosahnout co nejnizsiho limitu detekce daného analytu.

Pro vSechny studované latky byly metody ovéfeny z hlediska pfesnosti a robustnosti.
Kromé& toho byla ovérena linearita v rozsahu koncentraci 0,1-100 pg/ml (tyraminovy
derivat/hydrogel), resp. 5-5000 ng/ml (TCS a jeho metabolity). Vyvinuté metody jsou
aplikovatelné pro farmakokinetickou studii intraperitonealn¢ aplikovaného hydrogelu na bazi
tyraminového derivatu hyaluronanu s obsahem TCS.

Hlavnim metabolitem TCS je TCS-sulfat. Z peritonea je TCS velmi rychle absorbovan
do krevniho feciste a dale jatry, ledvinami a slezinou. Znacna ¢ast TCS a jeho metabolita byla
také detekovana v pritomnosti krevnich bunék. Z vysledku ale nevyplyva, zda se tyto latky
na krevni buriky vazou, protoze analyzované butiky nebyly pfed analyzou nijak promyvany.
Eliminace TCS a jeho metabolitd je ukonCena v ¢ase do 2 dnu od intraperitonealniho podani
hydrogelu s obsahem TCS. V del§ich Casovych intervalech je detekovano pouze zbytkové
mnozstvi TCS, které odpovida zhruba 2 % z aplikované davky. TCS je pfevazné vyluCovan
stolici.

Na rozdil od TCS, je tyraminovy derivat/hydrogel absorbovan z peritonea mysi velmi
pomalu. I 30 dni od aplikace bylo v peritoneu analyzovano zhruba 50 % podaného materialu,
co znaci velmi omezenou absorpci. V prub€hu studie byl tyraminovy derivat detekovan také
v jatrech a slezin€. Jeho absorpce ledvinami je z davodu vysoké molekulové hmotnosti velmi
nizka, derivat byl vyluCovan stolici.

Vysledky zprovedené studie naznaCily chovani hydrogelu se zabudovanou
nizkomolekularni latkou v peritoneu mysi. Prozatim nebylo zji§tovano, zda je tyraminovy

derivat metabolizovan in vivo. Také nebyl testovan vliv stupné zesiténi tyraminového derivatu
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na rychlost absorpce z peritonea. Tato data by byla potiebna pro dal§i smefovani vyzkumu

v této oblasti aplikace.
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