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ANOTACE

V této diplomové praci se zabyvam kyselinou hyaluronovou, jejimi vyjime¢nymi vlastnostmi,
funkcemi, metabolismem a Sirokym vyuzitim ve zdravotnictvi ¢i farmacii. Podavam také
aktualni ptehled o moznostech analyzy kyseliny hyaluronové a porovnavam konkrétni metody.
Byla vyvinuta citlivd a selektivni metoda UPLC-MS pro stanoveni oligomert kyseliny
hyaluronové. Zavedena metoda byla vyuzita pro stanoveni oligomert kyseliny hyaluronové
ve vzorcich gastrointestinalniho traktu mysi pro ucely studia farmakokinetiky Kkyseliny

hyaluronové.

KLICOVA SLOVA

Oligomery kyseliny hyaluronové, glykosaminoglykany, kapalinova chromatografie

s hmotnostni spektrometrii

TITLE

Analysis of hyaluronic acid oligomers

ANNOTATION

In this thesis | deal with hyaluronic acid, its unique properties, functions, metabolism and wide
use in healthcare or pharmacy. | also give a current overview of the possibilities of hyaluronic
acid analysis and compare specific methods. A sensitive and selective UPLC-MS method for
the determination of hyaluronic acid oligomers was developed. The established method was
used for the determination of hyaluronic acid oligomers in samples of the gastrointestinal tract

of mice for the purpose of pharmacokinetics study of hyaluronic acid.

KEYWORDS

Hyaluronic acid oligomers, glycosaminoglycans, liquid chromatography with mass

spectrometry
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0 UVOD

Kyselina hyaluronova (HA) je nevétveny nesulfatovany heteropolysacharid ze skupiny
glykosaminoglykanti (GAG). HA je oznacovana také jako mukopolysacharid, jelikoz na sebe
vaze vodu, ktera dodava tomuto polysacharidu tuhou strukturu podobnou zelé [1] (viz
obrazek 1 [2]). Pfirozené se vyskytuje zejména v extracelularni matrix tkani savci, napf.
v kostni dieni, kloubech ¢i kizi [3]. HA se ucastni mnoha klicovych procest, jako jsou bunééna
signalizace, hojeni ran, regenerace tkani, morfogeneze, organizace extracelularni matrix a
patobiologie. HA ma velmi vyjimeéné fyzikalné-chemické vlastnosti, jako jsou
biokompatibilita, biodegradabilita, mukoadhezivita, hygroskopicita ¢i viskoelasticita. Pro své
vyjime¢né vlastnosti a biologické funkce nachdzi HA Siroké vyuziti napf. ve farmacii,
oftalmologii, artrologii, pneumologii, rhinologii, estetické medicin¢ a kosmetice nebo dokonce

pfi 1é¢be rakoviny [4].

Obrazek 1 Hydratace vrstvi¢ky kyseliny hyaluronové (pfevzato a upraveno z [2])

V ramci teoretické Casti nasleduje kratky nahled do historie pojednavajici o HA, bude
podrobngji probrana struktura, fyzikalné-chemické vlastnosti, biologické funkce a
metabolismus HA. Budou zminény také moznosti primyslové vyroby a chemické modifikace.
Podstatna ¢ast bude vénovana Sirokému vyuziti HA ve zdravotnictvi ¢i farmacii a také metodam
stanoveni HA vcetné upravy vzorku ptfed analyzou. V ramci experimentdlni ¢asti budou
popsany vSechny provadéné experimenty spojené s vyvojem metody stanoveni oligomerta HA
(0HA) a aplikaci této metody v analyze realnych vzorki pro tcely studia farmakokinetiky HA.

Poté budou prezentovany a diskutovany ziskané vysledky.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Historie kyseliny hyaluronové

Prvni zminka pochézi z roku 1880, kdy francouzsky védec Portes zkoumal mucin z o¢niho
sklivce a nazval jej hyalomucinem [5]. Roku 1934 Meyer a Palmer izolovali z o¢niho sklivce
skotu novy polysacharid a pojmenovali jej kyselina hyaluronova [1]. Struktura byla popsana
roku 1954 Meyerem a Weissmannem [4]. Prvni farmaceuticky ¢ista HA byla vyrobena v roce
1979 Balazsem extrakci a purifikaci z hiebend kohouti a pupecnich sitr lidi [6]. Termin
hyaluronan byl poprvé predstaven roku 1986 Balazsem, nebot’ HA za fyziologického pH tvoii
soli. Se vzristajicim poznanim o vyjimecnych vlastnostech HA stoupal zajem o jeji vyrobu a
klinické aplikace [4]. V 70. letech jiz byly prvni zminky o moznosti vyroby bakterialni
fermentaci [5]. Poprvé byla HA aplikovana v lidské medicing v 50. letech v o¢ni chirurgii [1].
Prvni aplikace HA do kloubl byla Gspé$né provedena u zavodnich koni s traumatickou
artritidou, od té doby je HA hojné vyuzivana ve veterinarni mediciné [7]. Od 70. let je HA
vyuzivana k 1é¢b¢ kloubt pii artritidé také u lidi [3]. Od 80. let je HA zkoumana jako material
a lé¢ivo v ocnim 1¢ékarstvi [6], pii 1é¢be kloubi [8], koznich onemocnéni [9], hojeni ran [10]
nebo pii zvétSeni ¢i vyplni tkani [11]. HA je také od konce 80. let vyuzivana ve farmakologii
jako nosi¢ ¢i dorucovatel 1€kt [12]. Velkym pokrokem za nékolik poslednich desetileti byl

zejména vyvoj fermentaénich technologii ¢i charakterizace enzymi metabolismu HA [5].

1.2 Struktura kyseliny hyaluronové

Primarni strukturu HA tvoii fetézec obsahujici opakujici se disacharidové jednotky spojené
S-1,4-glykosidickymi vazbami. Kazda disacharidova jednotka HA je tvofena dvéma
monomery, N-acetyl-D-glukosaminem a D-glukuronovou kyselinou, které jsou spojeny f-1,3-
glykosidickymi vazbami [1, 4] (viz obrazek 2 [4]). Kazdy disacharid HA ma molekulovou
hmotnost 379 Da a méfi asi 1 nm [13], polysacharid mtize obsahovat az 25 000 jednotek

disacharidt a dosahovat molekulové hmotnosti 5 kDa az 20 MDa [3].

18



Kyselina D-glukuronova N-acetyl-D-glukosamin
A . |

OH

CH; n

Obrazek 2 Primarni struktura kyseliny hyaluronové (pfevzato a upraveno z [4])

Pokud jsou oba monosacharidy v S-konformaci, je tvofena energeticky velmi stabilni struktura,
nebot’ vSechny velké funk¢ni skupiny jsou v ekvatoridlni pozici, naopak malé atomy vodikd
zaujimaji axialni pozici. Volna rotace okolo glykosidické vazby je tedy omezena, coz ma
za nasledek pomérné tuhou strukturu, ktera je navic stabilizovana intra- a intermolekularnimi

vodikovymi mustky [14] (viz obrazek 3 [4]).

B cHy

Hydrofilni skupiny Hydrofobni skupiny - Vodikové mustky

Obrazek 3 Interakce podilejici se na vzniku sekundarni struktury (pfevzato a upraveno z [4])
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Do skupiny GAG patiti mimo HA také chondroitinsulfat, dermatansulfat, keratansulfat,
heparansulfat a heparin. VSechny tyto GAG maji podobnou strukturu (viz obrazek 4 [15]),
avSak HA se od ostatnich lisi tim, Ze neni sulfatovana. Oproti ostatnim GAG, jez dosahuji
maximalné 5x10* Da, maZe molekulova hmotnost HA dosahnout az 102 Da. Syntéza HA
probiha na vnitini strané cytoplazmatické membrany bez ucasti kovalentni vazby proteint,
zatimco ostatni zminéné GAG jsou syntetizovany enzymy Golgiho komplexu s ucasti proteinti

[16, 17].

Kyselina hyaluronova

OH OH Chondroitinsulfat Hep aransulfat
i 6/ L
4O= 5 0 5
M~
0 ‘“—-O
H O 3 = 1 3 = H H o
OH
Kyselna onovd Kyselina glikuronova 5 Kyselina glhikuronova
N-acetylgukosamin N atat\lgalakmsamm -acetylghikosamin
Keratausulfét Dermatansulfat
Heparin 4o OH
o]
O
=7 v
) Galaktoza . o
K rselina iduronova N-acetylghicosamin N-acetyl lgluknsamm Koselma duronov h N-acetylgalaktosamin

Obrazek 4 Zakladni stavebni slozky glykosaminoglykanu (pievzato a upraveno z [15])

Barevné zvyraznéné funkéni skupiny HA mohou byt modifikovany (viz kapitola 1.6), oranzové zvyraznéné

funckni skupiny ostatnich GAG mohou byt sulfatovany.

Pti fyziologickém pH ma kazda karboxylova skupina zaporny naboj, ktery mize byt
balancovan kationty, jako jsou Na*, K* nebo Ca®* a Mg?* za tvorby soli [4]. HA dokaZe pojmout
az tisicinasobek své hmotnosti ve formé vody [13]. Molekuly vody spojuji vodikovymi mustky
karboxylovou a acetamidovou skupinu, ¢imZ je stabilizovana sekundarni struktura HA
(levotocivy helix se dvéma disacharidovymi jednotkami na otocku) [18]. Ve vodnych roztocich
tyto helixy (diky hydrofobnim interakcim a intermolekularnim vodikovym mustklim) tvofi
duplexy, tedy terciarni strukturu, S-skladany list [14, 19]. Tvorba této struktury zavisi
na molekulové hmotnosti a koncentraci HA. S rostouci molekulovou hmotnosti je terciarni
struktura siln&jsi, coz se projevuje zvySenou viskozitou a viskoelasticitou [20]. Jiz 0,1% roztok
HA je velmi viskozni [21]. Diky témto vlastnostem je HA schopna absorbovat narazy,

stabilizovat strukturu kloubd, udrzovat rovnovahu vody ¢i ovliviiovat proud tekutin [3].
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1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti kyseliny hyaluronové

Jelikoz je HA elektrolyt, jeho vlastnosti jsou ovliviiovany také iontovou silou, pH ¢i teplotou
[16, 20]. Vlivem téchto faktorti dochazi k oslabeni strukturalnich interakci fetézce a ke snizeni
viskozity [22]. HA je velmi citliva ke zménam pH, naptiklad pfi pH niz§im nez 4 nebo vyssim
nez 11 dochazi k degradaci a hydrolyze HA. V alkalickém prostiedi je tento efekt jesté
vyraznéj$i diky naruSeni vodikovych mustkt [23, 24]. Struktura HA a jeji viskoelastické
vlastnosti jsou ovliviiovany také smykovou rychlosti. Pii zvySené smykové rychlosti dochazi k
deformaci struktury fetézce HA v dusledku naruseni vodikovych mustkti a hydrofobnich
interakci, coz se projevi snizenou viskozitou, (proto je také HA oznacovana
za pseudoplastickou). Nicméné naruSeni terciarni struktury fetézce HA je reverzibilni a
po obnoveni piivodnich podminek dochazi také k obnoveni plivodni struktury HA vcetné jejich
puvodnich vlastnosti [22, 23, 25]. Jednoprocentni roztok HA ve formé Zelé se tak da protlacit
malou jehlou, nebot’ pod tlakem je HA méné viskdzni, po protlaceni ziska HA zpét své pivodni
vlastnosti [13]. Tyto unikatni reologické vlastnosti HA uréuji mnoho fyziologickych procest a
zarovei se jich vyuziva ve farmaceutickych, medicinskych, kosmetickych ¢i jinych aplikacich

[4]

1.4 Biologie kyseliny hyaluronové

HA je v ptirod¢ Siroce rozsitena, vyskytuje se u lidi, savcu a dalSich zvifat, u mékkysu, ale také
u bakterii a kvasinek [26—28]. Nevyskytuje se u rostlin, hub, ani hmyzu [29]. V lidském téle se
u dospélého Eloveka vaziciho 70 kg vyskytuje asi 15 g HA [30], a to zejména Vv kloubech, kuzi
¢i ocich [27]. Asi 50 % HA se vyskytuje v kuzi [9]. Velké mnozstvi se vyskytuje také
v synovialni tekuting¢, o¢nim sklivci ¢i pupecni $ndfe [27]. Koncentrace HA v synovidlni
tekuting je asi 2-3 mg/ml, zatimco v séru se fyziologické hladiny HA pohybuji okolo 30 ng/ml
[31]. Obnova HA je pomérné rychla (5 g/den) a je enzymaticky regulovana [30]. HA je dulezita
slozka extracelularniho ¢i pericelularniho prostoru, nékteré¢ funkce ma vsak i1 uvniti bunck.
Utastni se bunééné proliferace, migrace ¢i morfogeneze [3, 4]. Na téma biologickych funkci a
vyuziti HA jiz bylo vypracovano mnoho reSerSnich ¢lanku [1, 4, 23, 30, 32-37, 37-44],

ze kterych je v této Casti Cerpano, zejména pak z piehledné prace Fallacara a kol. [4].

1.4.1 Syntéza hyaluronanu v lidském téle
V lidském téle se HA syntetizuje za ucasti 3 isoenzymi hyaluronansynthasy (HAS) ze tiidy
glykotransferas. Tyto enzymy katalyzuji prodluzovani vznikajiciho polymeru opakovanym

stiidavym zaClenovanim monomert kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu [3].
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Nachézeji se na vnitini stran¢ plazmatické membrany a vznikajici fetézce HA jsou vylucovany
skrz membranu na povrch buiiky a do mezibunééného prostoru [45, 46]. HA je syntetizovana
zejména v synoviocytech typu B [3]. Zminéné 3 isoenzymy sdileji 50-71 % sekvence
aminokyselin a jejich exprese je fizena rustovymi faktory, cytokiny ¢i dal§imi proteiny, jako
jsou kinasy [30, 45, 47]. Isoenzymy se v mnoha ohledech li$i, napt. isoenzym HAS1 katalyzuje
syntézu HA o fadové mensi molekulové hmotnosti (<2x10° Da), oproti HAS2 (>2x10° Da),
ktery je vice aktivni a je hlavnim enzymem syntézy HA [48], poruchy HAS2 na arovni genu
mohou byt velmi zadvazné az letalni [43]. HAS3 je nejvice aktivni a katalyzuje syntézu HA
0 nejmensi molekulové hmotnosti (<3x10° Da) [49]. Poruchy regulace exprese HAS mohou
vyustit v abnormdlni produkci HA, coz miize vést k mnoha patologickym procesim vcetné

maligni transformace [33].

1.4.2 Odbouravani hyaluronanu v lidském téle

Specifické odbouravani HA v lidském téle zajistuji hyaluronidasy (HYA) ze tiidy
endoglykosidas. Odbouravani HA vsak mize probihat i nespecificky, a to prostfednictvim
reaktivnich sloucenin kysliku a dusiku (RONS). HYA piednostné katalyzuji hydrolyzu HA,
nicméné mohou katalyzovat také hydrolyzu chondroitinsulfatu a chondroitinu [50]. HYA
nahodné katalyzuje hydrolyzu f-1,4 glykosidické vazby. Rozeznavame 4 isoenzymy sdilejici
asi 40 % aminokyselinové sekvence. Exprese HYA je tkanové specificka. HYA 1 a 2 se hojné
nachazi v lidskych somatickych buiikach a pro jejich aktivitu je optimalni kyselé pH (<4) [51,
52]. HYAZ2 se nachazi na povrchu bunék, kde katalyzuje hydrolyzu vysokomolekularni HA
(>10° Da), navazanou na receptor CD44, na nizkomolekularni HA (asi 2x10* Da), tyto
fragmenty jsou transportovany endocytézou do bunky a v lysozomech jsou odbourany
za katalyzy HYAL na tetramery [34]. Poruchy HY A mohou byt velmi zavazné [43]. Jelikoz
jsou pii riznych typech rakoviny zvyseny hladiny vSech HY A, slouzi v diagnostice nadorovych
onemocnéni jako tumormarkery [53]. Jak jiz bylo zminéno, HA miize byt degradovana
prostfednictvim RONS, které jsou produkovany zejména be€hem zanétu, poranéni tkané c¢i
karcinogenezi [49, 54]. Oxida¢ni procesy degradujici HA mohou zvysit riziko poranéni
dychacich cest, snizit viskozitu kloubni tekutiny S naslednou degeneraci chrupavky, coz vede

k ztuhlosti a bolesti kloubt [55, 56].

1.4.3 Mechanismy piisobeni hyaluronanu
HA pisobi jako strukturalni a signalni molekula, oba tyto mechanismy se odviji od molekulové
hmotnosti HA [34]. Vysokomolekularni HA diky svym vyjimeénym vlastnostem, jako jsou

viskoelasticita, hygroskopicita ¢i schopnost hydratace tkani, slouzi jako strukturalni molekula
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vV mezibunééném prostoru, kde udrzuje stabilni prostfedi pro bunky, kolagen ¢i elastinova
vlakna [17, 30, 35]. Interakci s proteiny mize HA slouzit i jako signalni molekula v zavislosti
na molekulové hmotnosti, lokaci ¢i expresi receptorti. HA muze ovliviiovat zanétlivé ptisobenti,
migraci a déleni ¢i diferenciaci bun¢k. Molekulova hmotnost HA mitize ovlivnit jeji pfijem
bunkou a zaroven také afinitu receptori [34]. HA vaze proteiny hyaloadheriny (proteoglykany),
nachazejici se extracelularné nebo na povrchu bunék jako receptory. Vysokomolekularni HA
muZze interagovat simultanné s vice proteoglykany, a to v ramci jedné nebo 1 vice sousednich
bunék [34, 49]. Tyto struktury mohou agregovat dalsi extracelularni proteiny za vzniku
komplext, které mohou byt napojeny na povrchové receptory bunék. HA tedy funguje jako
jakési lesSeni, které stabilizuje mezibuné¢ny prostor [49, 57]. Zajist'uje strukturu, funkcionalitu

a ochranu zejména pojivovych tkani [35].

HA mize interagovat s mnoha receptory nachazejicimi se na povrchu bunék. Hlavnim
receptorem pro HA je transmembranovy glykoprotein CD44, se kterym interaguji mimo HA
také rastové faktory, cytokiny, kolageny ¢i jiné proteiny [3, 48, 49]. Interakce HA s CD44 je
podstatou mnoha biologickych procest, jako je internalizace ¢i degradace HA, angiogeneze,
proliferace, agregace ¢i adheze. CD44 ma klicovou ulohu pfi zanétu a hojeni ran [16, 34, 48,
49], avsak abnormalni aktivace HA-CD44 muze vést az k patologickému zvySeni exprese
CD44 a vyvoji rakoviny [34]. Vyznamnym receptorem je také RHAMM, ktery zajistuje HA
zprostfedkovanou bunéénou motilitu. Tento receptor se nachazi na povrchu buiky, ale 1
V cytoplazmé a jadre. Interakce HA s RHAMM umoziuje migraci bunék a ucastni se
bunééného cyklu a na tvorbé a stabilité mitotického vieténka, ma ulohu pfi zanétu, obnovée
tkani, kontroluje makrofagy a fibroblasty [16, 48, 49]. Dalsim ptikladem je vazba HA na Toll
like receptor (TLR), ktery rozeznava bakteridlni struktury a zprostfedkovava imunitni odpovéd’
[48]. Nizkomolekularni HA je agonistou TLR, ¢imz podnécuje zanétlivou reakci [34].
Vysokomolekuldrni HA tvofti jakousi viskozni vrstvu piekryvajici povrchové receptory bunék,
véetn¢ TLR, a zamezuje tim interakci s ligandy, je tedy mozné, ze pravé odbouravani HA
pfi zanétlivém procesu (v dusledku snizené hodnoty pH a tvorby RONS, ptipadné v pfitomnosti
patogenti produkujicich HYA) odhaluje TLR receptory, které mohou byt aktivovany,
zprostfedkovat imunitni reakci a podpofit zanét [16, 54, 58]. HA se vaze i na receptor
pro endocytozu, ktery se ucastni vychytavani GAG z cirkulace [48], nebo také na receptor

lymfatickych vacku 1, ktery kontroluje obrat HA jejim uvoliiovanim z tkani do lymfy [48, 49].
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1.4.4 Vliv molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové na jeji vlastnosti

Vlastnosti HA jsou zna¢né ovliviiovany jeji molekulovou hmotnosti, tedy i tim, zda pievazuje
jeji syntéza ¢i odbouravani. Vysokomolekularni HA miize vykazovat dokonce opacné ucinky
oproti nizkomolekularni. Pokud se vyskytuji ve stejné tkani ob¢& varianty HA, bude pievazovat
inhibuje chemotaxi, fagocytozu ¢i respira¢ni vzplanuti a ¥idi hladinu cytokinut, dale ovliviiuje
migraci kmenovych bungk, vaze fibrinogen a podili se na regeneraci tkani [36, 47, 49], je anti-
angiogenni, inhibuje rist endotelovych bun¢k [34, 49]. Diky svym viskoelastickym vlastnostem
slouzi jako lubrikant v kloubni tekuting, ¢imz chrani chrupavku [59]. Nizkomolekularni HA
vznikd fragmentaci vysokomolekuldrni HA, a to zejména behem patologickych podminek, jako
je astma, plicni fibréza, hypertenze ¢i revmatoidni artritida. Nizkomolekularni HA pulsobi
prozanétlivé, stimuluje produkci prozénétlivych cytokinii, chemokinii ¢i rastovych faktorti a
podporuje piestavbu bunééné hmoty a také mtze indukovat nadorové bujeni [34, 57, 60, 61].
onemocnéni. Mohou mirnit zanét prostiednictvim TLR receptoru [62], inhibovat aktivaci kinas
prostfednictvim CD44 [63], zpomalovat rist nadorti a podporovat hojeni ran [64]. Mohou vSak

pusobit zanétlivé v synovialnich fibroblastech [4] a stimulovat adhezi bunék [65].

1.4.5 Farmakokinetika kyseliny hyaluronové

Asi 70 % HA v téle je transportovano lymfou do endotelovych bunék v lymfatickych vaécich
lymfatickych uzlin, kde je poté HA odbourana. Mensi ¢ast HA je odbouravana v jatrech [60].
Odhadovany polocas rozpadu HA v ktizi je asi 24 hodin, v oku 24-36 h, v chrupavce 1-3 tydny
a Vtekuting¢ o¢niho sklivce asi 70 dni [27]. Polo¢as rozpadu HA v krevnim ob&hu je
asi 25 minut a celkova denni obména ¢ini 5 g [30], asi 90 % HA v Krvi je eliminovano jatry
béhem 24 hodin. HA je také vyluovana ledvinami, limitem je molekulova hmotnost do 25 kDa
[66]. Piisledovani distribuce intraven6zné podané a radioaktivné znacené HA (10, 100 a
450 kDa) se po 5 minutach 50-54 % HA o molekulové hmotnosti 10 kDa a 100 kDa nachazelo
Vv jatrech, zatimco HA o molekulové hmotnosti 450 kDa az 80 %. Podstatna c¢ast
nizkomolekularni frakce byla vylucovana ledvinami. Je ziejmé, Ze molekulova hmotnost HA
ma znacny vliv na zptisob vylucovani z organismu [67]. V dalsi studii byly mysim intraven6zné
podavany vysoké davky HA (25-50 mg/kg) o riznych molekulovych hmotnostech (13,6, 46,
138, 370 a 1562 kDa). Devadesat devét % podané HA bylo vylou¢eno béhem 48 hodin.

Nizkomolekuldrni HA byla v porovnani s vysokomolekuldrni vyloucena rychleji ve formé
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malych fragmentd moci. VSechny molekuly HA o rtizné velikosti byly jatry metabolizovany
podobné [68].

1.4.6 Absorpce kyseliny hyaluronové pfi oralnim podani

Oralné podand HA je v travicim traktu (v zavislosti na své koncentraci, molekulové hmotnosti
a pH prostiedi) hydrolyzovana nebo dezintegrovana [24, 69]. HA interaguje s receptory CD44
a TLR4 receptory, které kromé signalnich funkci, plni také funkci absorpce HA epitelem
traviciho traktu (TLR4) nebo jinymi tkanémi (CD44) [70]. Vysokomolekularni HA je
absorbovana enterocyty, M bunkami, dendritickymi buiikami ¢i makrofagy endocytdzou,
po piedchozi vazbé na TLR4 receptor [42, 69]. M buriky pienasi intaktni vysokomolekularni
HA do lymfatickych tkani stiev [71], zatimco pii absorpci enterocyty je HA hydrolyzovana
v lysozomech a nasledné prezentovana na povrchu pamétovych T lymfocytd glykoproteiny
MHCII [72]. Na hydrolyze HA se podili také stievni mikrofléra produkujici HYA. Céste¢né
depolymerizovand HA je absorbovdna zejména ve slepém stieveé, kterym se dostdva
do krevniho ob¢hu, zatimco malo depolymerizovana a vysokomolekularni HA jsou
vstiebavany zejména stfevnimi lymfatickymi tkanémi a nasledné uvolnovany do krevniho
ob¢hu [44, 73]. Bylo prokazano, Ze intaktni vysokomolekularni HA se dostava do pojivovych
tkani a kiize jiz po 4 hodinach od podani [74]. Byl prokazan pozitivni u¢inek oralné podavané
vysokomolekularni HA K prevenci suché kize ¢i starnuti pokozky v disledku ultrafialového
(UV) zafeni [75], k uleve bolesti kolene, zmirnéni synovialniho zanétu a zvyseni sily v oblasti
kolene [42]. HA se podili také na rovnovaze stfevni mikroflory. Oralné¢ podavanda HA ma
potencial podporovat riist bakterii mlécného kvaseni, a tim pozitivné ovliviiovat pomér mezi
gram-pozitivni a gram-negativni mikroflorou [76, 77]. Rozkladem f-glykand je navic stievni
mikrofléra schopna tvofit vitamin B12, vitamin K ¢i mastné kyseliny s kratkym fetézcem [78].
Bylo zjisténo, Ze nanocastice zesitované HA do kulatého tvaru se vstiebavaji intaktni, zejména
procesem endocytozy [79], naopak volna HA je vice nachylna k hydrolyze a biotransformaci
sttevni mikroflorou [69]. Jelikoz oralné podavana HA slouzi kromé regenerace a obnovy
pojivovych tkéni také jako vyziva pro stfevni mikrofloru, je vhodné formy ordln¢€ podavané HA
kombinovat [69]. Vstiebavani nanocastic HA ovliviiuje jejich velikost a tvar, zeta potencial
[80], ale také molekulova hmotnost, Cistota, chemicka stabilita nebo také pH prostiedi [81].
Bylo zjisténo, Ze buniky pfednostné piijimaji nanocastice HA kulatého tvaru, mensi nez 400 nm

V priméru, a s mirn¢ negativnim zeta potencialem (-10 az -20 mV) [82].
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1.5 Prumyslova vyroba kyseliny hyaluronové

Diky vyjimeénym vlastnostem HA, jako jsou biokompatibilita, biodegradabilita,
hygroskopicita ¢i viskoelasticita, roste poptavka po HA a také jeji vyuziti ve farmaceutickém,
medicinském, potravinaiském 1 kosmetickém odvétvi. Proto je také stile vétsi zajem
optimalizovat vyrobu. Cilem je vyroba kvalitni vysokomolekularni HA s vysokymi vytézky a
nizkymi vyrobnimi naklady [83, 84]. Jak jiz bylo zminéno, dfive byla HA produkovana extrakci
ze zivocCichu, napiiklad z kohoutich hiebent, tato produkce vSak poskytovala velmi malé
vytézky a produkovana HA mohla byt ¢aste¢né degradovana nebo kontaminovana proteiny,

nukleovymi kyselinami ¢i viry, coz vyzadovalo velmi nakladnou purifikaci [16, 26, 83].

Dnes je jiz HA vyrabéna vyhradné mikrobialni fermentaci. Takto vyrobena HA je
biokompatibilni [5, 26]. Prvnimi vyuzivanymi bakteriemi byly streptokoky A a C, dnes je
vyuzivana zejména bakterie Streptococcus equi. Optimalni podminky pro vyrobu
vysokomolekularni HA s vytézkem 6-7 g/l [5] jsou teplota 37 °C, pH 7, ptitomnost laktosy a
sacharosy [84, 85]. Vétsina mikroorganismt produkujicich HA jsou patogeny, byly vsak
vyvinuty rekombinantni nepatogenni mikroorganismy, které produkuji Cistou HA
bez piitomnosti toxind [16, 26], napi. druhy Lactococcus lactis [86], Bacillus subtilis [87] ¢i
Escherichia coli [88]. Nicméné Zadny z téchto rekombinantnich mikroorganismt nevykazoval
tak vysoké vytézky jako pfirodni patogenni producenti HA. Monodisperzni HA (o definované
molekulové hmotnosti) je mozno piipravit také chemoenzymatickou syntézou [89] nebo
kontrolovanou kyselou, alkalickou, ultrasonickou ¢i tepelnou degradaci vysokomolekularni HA

[90].

1.6 Modifikace kyseliny hyaluronové

Jak jiZ bylo zminéno, HA ma pro své unikatni vlastnosti Siroké vyuziti. Chemické modifikace
HA umoznuji jesté Sirsi vyuziti nebo vylepSeni jejich vlastnosti (napt. delsi poloc€as rozpadu).
Modifikace by vSak mély byt takové, aby modifikovana HA neztratila své unikétni vlastnosti
[16]. HA muize byt modifikovana na karboxylové skupiné kyseliny D-glukuronové,
hydroxylové skupiné (pravdépodobné primarni alkohol N-acetyl-D-glukosaminu) ¢i
na aminoskupiné po deacetylaci N-acetyl-D-glukosaminu. Tyto funk¢ni skupiny mohou byt
modifikovany konjugaci (modifikace molekulou s jednou funkéni skupinou za vzniku jedné
kovalentni vazby) nebo zesitovanim (modifikace molekulou s vice funkénimi skupinami
za vzniku vice kovalentnich vazeb) [39] (viz obrazek 5 a 6 [4]). Zesitovana HA muze byt
ptipravena také pfimym zesitovanim nativni HA. Zesitovanim HA se zlepsi jeji mechanické a
reologické vlastnosti, prodlouzi polocas rozpadu a tim 1 ti¢inek. Konjugaci 1¢kti s HA je mozno
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vyznamng zlepsit jejich distribuci. Dne$nim trendem jsou modifikace HA za Gc¢elem piipravy
derivatd s lepSimi vlastnostmi a jejich aplikace v Iékafstvi, estetice ¢i bioinzenyrstvi [16, 39,
91-94]. Modifikace jsou provadény zejména ve vodné fazi [95], v pFipad¢ pouziti organickych
rozpoustédel je nutna purifikace [39], mozné je také vyuzit reakci na pevné fazi bez pouziti

rozpoustédel [96].

Chemicka konjugace Chemicke zesitf'ovani
fetézec HA ~ -~ _ "~~~ fetézec HA ~_ -~~~
+ +
monofunkéni igand  *—() bifunkéni igand ~ X—( X%
| 4
._ i | 1
konjugovana HA * 4 zesit'ovana HA ,I\ I)
\_U.A\]_/'\J’H\Tr"“n& S T,“‘Nw,f’“‘\‘_‘ll_ .,

Obrazek 5 Chemicka konjugace a zesit'ovani kyseliny hyaluronové (pievzato a upraveno z [4])

“’\)5 “\;? )

Nattvni HA Konjugovana HA Zesitovana HA

(_J)

L_—“\ ll_\l

Obrazek 6 Nativni, konjugovana a zesit’ovana kyselina hyaluronova (pfevzato a upraveno z [4])

Hydroxylové skupiny HA mohou byt modifikovany napt. butandioldiglycidyletherem
ve vodném alkalickém prostiedi za vzniku derivatu, ktery je odbouran na netoxické fragmenty.
Modifikaci hydroxylovych skupin HA mohou byt pfipraveny také hemiacetaly, estery ¢i
karbamaty [4, 39].

Karboxylové skupiny HA mohou byt esterifikovany ¢i amidovany. Esterifikaci karboxylovych
skupin (napt. alkylhalogenidy) se stiva HA méné hydrofilni, tedy méné rozpustna ve vodg,
¢imz je také snizena nachylnost k hydrolyze HYA a ve vysledku prodlouzen polocas rozpadu

modifikované HA [4, 16, 39]. Pfikladem amidace muze byt modifikace a nasledné zesitovani
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HA mocovinou za vzniku velmi hydrofilniho derivatu HA, ktery je jiz vyuZivan v o¢ni ¢i

estetické mediciné [91, 92].

Modifikace N-acetylovych skupin HA je vyuzivana ziidka, nebot’ modifikaci (amidace)
predchazi deacetylace, ktera indukuje fragmentaci HA [4]. Tato pomérné silna strukturalni
modifikace by mohla zna¢n¢ zménit unikatni vlastnosti HA, byla napi. prokézana snizena

interakce s CD44 [97].

1.6.1 Nenasycena kyselina hyaluronova

Piitomnost dvojné vazby mezi uhliky v molekule kyseliny hyaluronové (AHA) ji dodava
zvlastni vlastnosti bez ztraty jejich ptivodnich vlastnosti [98]. Zatim je znamo jen nékolik
postupit pro zavedeni dvojné vazby do molekuly HA. Jednou z nich je vyuziti lyas, které
katalyzuji vznik dvojné vazby na neredukujicim konci fetézce. Hyaluronanlyasy katalyzuji
hydrolyzu HA za vzniku nenasyceného dimeru HA (AHA2), pfirozené tento enzym produkuje
napt. Streptococcus pneumoniae a dalsi mikroorganismy. V tomto piipadé stupenn modifikace
siln¢ zavisi na molekulové hmotnosti, modifikace vysokomolekuldrni HA timto zptisobem je
zanedbatelna [99]. Dalsi zpusobem piipravy AHA je zavedeni dvojné vazby do pozice 4 a 5
N-acetyl-D-glukosaminu nahodné po celé délce fetézce HA, ¢imZz je mozno efektivné
modifikovat i vysokomolekularni HA. Oxidaci HA lze piipravit a ¢i f nenasycené aldehydy
(vhodné pro konjugaci s aminy) a jejich redukci vznika AHA [100].

AHA vykazuje zvySenou antioxidacni kapacitu v porovnani s HA, coZ je v biologickych
systémech pomérné vyznamné, nebot’ volné radikaly a jimi zplisobeny oxidacni stres se podileji
na procesu starnuti a ptispivaji k rozvoji onemocnéni jako je rakovina, artritida, aterosklerdza,
Alzheimerova choroba nebo diabetes [101, 102]. AHA navic vykazuje selektivni cytotoxicitu
vuci nddorovym buiikdm, na ¢emz se ziejmée vyznamné podili zminéné antioxidacni vlastnosti,

nicméné presny mechanismus zatim neni znam [98].

1.7 Aplikace kyseliny hyaluronové
Jak jiZ bylo zminéno, pro své unikatni vlastnosti ma HA Siroké uplatnéni napiiklad v medicinég,
farmaceutickém, potravinaiském ¢i kosmetickém prumyslu. Nize jsou popsany konkrétni

ptiklady vyuziti HA nebo jejich derivatu.

1.7.1 Aplikace kyseliny hyaluronové ve farmacii
HA miize byt vyuzita pfi vyvoji proléciv, povrchové modifikovanych lipozomd, nanocastic,

mikrocastic, hydrogelll ¢i jinych nosic¢ii pro dopravu 1ékl. Konjugaci 1¢kti s HA je mozno
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vyvinout prolécivo s lepsimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, lepsi stabilitou ¢i G¢innosti
1ékti. Nebo naopak ucinku léku muze byt dosazeno az po preruseni vazeb konjugatu a jeho
uvolnéni. Napiiklad HA muze byt konjugovana s antidiabetickymi peptidy, jako je exendin-4,
tento derivat vykazuje delsi polocas rozpadu a vyraznéjsi odpoveéd’ inzulinu oproti volné formé
1€ku (u mysi s diabetem 2. typu) [103]. Pro vyssi Gi¢innost jsou V ne¢kterych piipadech konjugaty
HA podavany lokaln¢, napfiiklad injekéni aplikaci derivatu subkutdnné, intraperitonedlné,
prednisolon ¢i dexamethason, bylo konjugovano s HA a zkoumano pfi lokalni terapii artritidy
[4]. Dale byla prokazana lep$i rozpustnost a stabilita konjugatu kurkuminu s HA oproti
samotnému kurkuminu [105], konjugat navic vykazuje lepsi hojivé u¢inky [106]. HA miZze byt
konjugovana s fosfolipidy za vzniku povrchové modifikovanych lipozomu [107-109], které se
jevi jako vhodné nosice 1¢kti, diky jejich stabilité¢ v krevnim ob&hu, prodlouzenému polocasu
rozpadu, snizené systémové toxicité [109], lepsi tkanové permeabilité a vysledné lep$i u¢innosti
[110, 111]. Povrchové modifikované lipozomy HA by mohly naptiklad zlepsit 1écbu
nadorovych onemocnéni doxorubicinem [112], gemcitabinem [109] ¢&i docetaxelem [107]

prostfednictvim specifity HA k CD44 receptoriim.

Vyznamné je také vyuziti nanocastic HA, naptiklad peptidovy konjugat HA miize piedstavovat
nosi¢ pro dexamethazon pii 1écbé astma. DalSim ptikladem mohou byt chitosanové nanocastice
obalené v HA, obsahujici betamethazonvalerat a vykazujici velky potencidl pti 1é€bé atopické
dermatitidy [113-115]. Podobnym piikladem mohou byt sprejem vysusené mikroc¢astice HA
obsahujici ofloxacin, které jsou mnohem vhodnéjsi a G€inng;$i formou dopravy ofloxacinu
do plic jednoduchou inhalaci oproti samotnému ofloxacinu [116]. Mikro¢astice HA naplnéné
kofeinem, rozptylené v lecitinovém organogelu piedstavuji pii dlouhodobém koZznim podani
potencialni 1é¢ivo celulitidy [117]. Vyznamné jsou také hydrogely piipravené z linearni HA,
antibiotik [120] ¢i protilatek [121], maji velky potencial zejména pii o¢nich, kloubnich ¢i
koznich aplikacich [121-123].

1.7.2 Aplikace kyseliny hyaluronové pri lécbé rakoviny

Jelikoz byla u naddorovych buné¢k rakoviny slinivky, prsu, plic, vaje¢niki ¢i prostaty prokazana
zvySena exprese receptoru CD44, je HA pro svou vysokou afinitu k tomuto receptoru
potencialné vyuzitelna v 1é¢bé nadorovych onemocnéni [3]. CD44 se také piimo ucastni
signalnich cest v¢etn¢ iniciace metastaz. Bylo zjisténo, ze lkratké oHA (s 6-18 monomery)
mohou inhibovat CD44 a také podporovat adhezi bun¢k [65, 124]. oHA mohou svou
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kompetitivni vazbou k CD44 také regulovat mnoho tyrosinovych kinas ¢i jinych komponent
dilezitych pii progresi rakoviny [125]. HA muze slouzit také jako nosi¢, ktery donese 1¢k
proti rakoviné ptimo do mista uréeni, konjugace 1éku s HA tedy dodava specifitu a selektivitu
k nadorovym bunikam [16, 34, 104]. Po internalizaci HA do buriky za ucasti receptoru CD44 je
1é¢ivo uvolnéno piimo uvnitt nadorové bunky. Vyuziti HA zna¢né zlepsuje farmakokineticky
profil 1éCiv, fesi problémy jako je nizkd rozpustnost, nizky polocas rozpadu ¢i distribuce 1¢ku
do zdravych tkdni. Vyzkumy a klinické studie vyuzivajici HA pii 1é¢bé nadorovych
onemocnéni piinaseji slibné vysledky [34, 104]. Napiiklad nanocastice polykapronolaktonu
modifikované HA obalujici 1é¢ivo naringerin zvysuji jeho piijem nadorovymi bunikami in vitro
a také inhibuji rdst nadoru in vivo u mysi s rakovinou plic indukovanou urethanem [126].
Dalsim ptikladem mohou byt chitosanové nanocastice modifikované HA, které dopravuji
5-fluoruracil do nadorovych bunék se zvySenou expresi CD44 [127]. V 1é¢bé nadorovych

onemocnéni muze byt vyuzita také jiz zminéna AHA [98].

1.7.3 Aplikace kyseliny hyaluronové p¥i hojeni ran

HA se podili na hojeni ran a obnov¢ epitelu kiize ¢i mukoézy naptiklad ovlivnénim zanétlivych
procest, granulaci, stimulaci proliferace fibroblastl, jejich migraci a adhezi v misté poranéni,
také je stimulovana produkce kolagenu [3, 4]. Poranéné misto je nejprve infiltrovano hmotou
bohatou na HA, dale je stimulovana migrace mesenchymalnich a sousednich buné¢k, které
vylucuji HYA, HA je odbouravana a nahrazovana kolagenem [37, 128]. HA muze byt
povrchové aplikovana piilécbé rliznych podrazdéni kaze, viedl, popalenin ¢i hojeni
chirurgickych fezt [27, 37]. Také bylo zjisténo, ze HA urychluje srazeni krve, konkrétné
urychluje trombinem indukovanou tvorbu fibrinu. Také je znamo, ze zvy$ené mnozstvi HA
v cirkulaci miize narusit hemostazu zvysenim rizika trombozy [3]. V souvislosti s urychlenim
a zlepSenim hojeni byly zkoumany rtizné derivaty, obvazy, filmy ¢i hydrogely zaloZeny

na pozitivnich ucincich HA [129-133].

1.7.4 Aplikace kyseliny hyaluronové v oftalmologii

HA se ptirozené vyskytuje v lidském oku, byla nalezena v ocnim sklivei, rohovce, slznych
zlazach, dokonce i slzach. Roztoky HA jsou nejvice vyuzivany ke zvlhcovani tkani oka,
nahrad¢ tekutiny o¢niho sklivce ¢i pii chirurgickych zakrocich predniho oka, jako jsou
odstranéni Sedého zakalu, plastickda chirurgie rohovky a mnoho dalSich. Diky svym
viskoelastickym vlastnostem totiz drzi tkané na svém misté¢ [91, 134, 135]. HA je navic
biokompatibilni a nevyvoldva imunitni reakci, je vyuzivana ke zvlhcovani o¢i pfi syndromu

suchého oka, ¢imz snizuje drazdivost a tieni pfi mrkani a vytvafi slzny film zabranujici vazbé
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Skodlivych latek [16, 39, 135]. Zlepsuje hojeni poranéni ¢i odérek rohovky [136]. Také zlepsuje
komfort kontaktnich cocek [91, 137, 138]. Nové derivaty HA vykazuji také lepsi

biomechanické vlastnosti a del$i polocas rozpadu, napiiklad mocovinou zesitovana HA [91].

1.7.5 Aplikace Kkyseliny hyaluronové v artrologii

HA je hlavnim lubrikantem v kloubni tekutiné, diky své viskoelasticit¢ absorbuje mechanické
narazy a zna¢né snizuje tfeni v kloubnim spoji [27, 59]. Poruchy kloubni tekutiny, napiiklad
Vv dtsledku zanétu, vedou ke snizeni obsahu HA a nésledné k vyskytu revmatické artritidy ¢i
osteoartritidy. Reenim téchto potizi, doprovodnych bolesti kloubti &i sniZeni progrese
onemocnéni, muize byt tzv. viskosuplementace, neboli lokdlni injekéni podani
vysokomolekularni HA ptimo do kloubu [139, 140]. Takto podana HA vSak béhem 14-18 hodin
difunduje do okolnich tkani krvi a posléze je eliminovana [3], nicmén¢ tato doba neudava dobu
trvani klinického efektu, ktera je mnohem delsi (3-12 mésict) [141]. Viskosuplementace
spociva v obnoveni reologickych vlastnosti synovialni tekutiny, pfinaSi dlouhodobé benefity,
nebot’ terapeuticky efekt HA spociva prevazné€ v indukci syntézy nové vysokomolekuldrni HA
Vv synovialnich bunkach a stimulaci proliferace chondrocytii, coz vede ke snizeni degradace
kloubni chrupavky, zlepSeni mobility a funkce kloubu, a snizeni bolesti [3]. Na vzniku
osteoartritidy se podili také oxidac¢ni stres, HA ma antioxida¢ni vlastnosti a inhibuje produkci
radikalu oxidu dusnatého v kloubech [142], zminéna AHA vykazuje jesté vyssi antioxidacni
vlastnosti [98]. Intraartikularni podani HA je efektivnéjsi nez oralni ¢i intraven6zni podani diky
zvySeni lubrikaéniho potencidlu synovialni tekutiny, také je vylouCen systémovy vliv
organismu ¢i potencialni vedlejsi ucinky [3]. Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti HA a

prodlouzeni polo¢asu rozpadu je mozno vyuzit také zesit'ované derivaty HA [139, 140, 143].

1.7.6 Aplikace kyseliny hyaluronové v rhinologii a pneumologii

Vysokomolekuldrni HA se pfirozené nachdzi v sekretech hornich i dolnich cest dychacich, kde
podporuje hojeni a hydrataci tkani. Vysokomolekularni HA tedy ptfedstavuje nadéjné 1écivo
onemocnéni nosu ¢i plic, jako jsou ryma (alergicka i nealergickd), astma, cystické fibroza ci
chronické obstrukéni onemocnéni plic [40, 144, 145]. Piikladem prodavanych 1ékt s obsahem
HA mohou byt hydrata¢ni nosni spreje, hypertonické roztoky redukujici viskozitu sekretu
pfi cystické fibroze [146], ¢i rozpraSova¢ viskézniho roztoku HA k 1é€bé bronchialni

hyperreaktivity [144].
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1.7.7 Aplikace Kkyseliny hyaluronové v urologii

Aplikace HA je zkoumana také v oblasti urologie, pfedbézné vysledky ukazaly, ze HA muze
snizovat vyskyt infekci mocovych cest nebo zlehCovat jejich pribéh a také chranit sliznici
mocového méchyfte [4, 147]. Pétidenni intrauretralni 1é¢ba HA vSak nevykazovala vyznamné
benefity, nicméné¢ vysledky je nutno potvrdit klinickymi studiemi, ve kterych bude 1écba HA

prodlouzena nebo budou navySeny davky [148].

1.7.8 Aplikace kyseliny hyaluronové v estetické mediciné

Obsah HA v kiazi se snizuje se vzrustajicim vékem, kiuize se stava méné hydratovana, ztraci
elasticitu, coz ma za nasledek tvorbu vrasek [35]. Pro své unikatni vlastnosti, jako jsou vysoka
hydrata¢ni schopnost, viskoelasticita, biokompatibilita ¢i biodegradabilita, nachazi HA
uplatnéni také ve vyplni zejména koznich tkani, konkrétné¢ napt. vrasek ¢i jizev. Mozné
komplikace zpiisobené vyplni mohou byt zvraceny injekci HY A. Tkanové vyplné€ na bazi HA
mohou mit u¢inek 3 az 24 mésicti v zavislosti na koncentraci a zesitovani HA. Cim vétsi
koncentrace a zesitovani, tim vétsi a delSi ucinek vyplné. Vyplné kombinujici HA a botulotoxin

A Gspésné vyplnuji i velmi hluboké vrasky [92, 149].

1.7.9 Aplikace kyseliny hyaluronové v kosmetice

HA se v kosmetice vyuziva nejcasteji ve formé gelt ¢i emulzi k hydrataci pokozky, zvySeni
elasticity a celkové k obnové a zachovani typického vzhledu mladé pokoZzky. Hydrataéni efekt
vSak zalezi na molekulové hmotnosti a stabilit¢ k HYA. Vysokomolekularni HA vytvaii film
zabranujici vypatfovani vody z ktize, coz vede ke zvlh¢eni pokozky. Nizkomolekularni HA vSak
muze vykazovat opacny efekt a ve vysokych koncentracich dokonce mize pokozka
dehydratovat [27, 150, 151]. HA je pfidavana do opalovacich krémt jako zvlhcovadlo, ale také

jako mozna ochrana proti volnym radikalim vznikajicim v disledku UV zéfeni [152, 153].

1.7.10 Oralni aplikace kyseliny hyaluronové

Pro své blahodéarné t¢inky na klouby ¢i vzhled pokozky je HA soucasti mnoha potravinovych
doplnkt ¢i suplementi nebo je do potravin ptidavana ptimo [154]. Vysokomolekularni HA byla
jiz v mnoha statech schvalena jako bezpe¢ny dopln¢k stravy s pozitivnimi G¢inky na klouby
nebo zvlh&eni a celkové zlepseni pleti [155]. Uginky oralng podavané nizkomolekularni HA
zUstavaji nejasné, nebot’ neékteré studie popisuji prozanétlivé ucinky [156], zatimco jiné snizeni

bolesti kloubti bez zanétu [157].

Mnoha studiemi byl prokazan uc¢inek HA pfi 1écbé kloubt, bolesti kolen, synovialnich zanéta

¢i vypotk, také bylo zaznamenano zlepSeni sily v oblasti kolene [42]. U kulhajicich koni byl
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dokonce pii ordlnim podani HA prokazan vétsi Géinek oproti intravenéznimu podani [3]. Casto
jsou zkoumany piipravky obsahujici vedle HA smés dalsich latek, témito studiemi vsak neni
mozné objasnit u¢inek samotné HA, nybrz synergicky ucinek vsech latek [158, 159]. Nicméné
je prokazan ucinek oraln¢ podavané samotné HA na hydrataci ktize u lidi trpicich suchosti kiize
pfi podavani 37,5-240 mg denné po dobu 4 a 6 tydnd. Ucinky se mohou lisit v zavislosti
na molekulové hmotnosti a mnozstvi podavané HA [44]. V dalsi studii bylo podavano
200 mg/kg HA (300 kDa a <10 kDa) mysim bez srsti po dobu 6 tydnii. U obou skupin byla
snizena tloustka ktize a zlepsena hydratace klize pii vystaveni UV zafeni. LepSi ucinek
vykazovala HA s molekulovou hmotnosti <10 kDa, ktera navic stimulovala expresi HAS2.
Nizkomolekularni HA tedy pisobi proti starnuti pokozky v disledku UV =zafeni vice
mechanismy [75]. Kombinace oralné¢ podavané HA spoleéné s povrchové ¢i injekéné

podavanou HA muze byt velmi uspé$nym nastrojem pii kontrole starnuti pokozky [155].

1.7.11 Aplikace kyseliny hyaluronové p¥i vyrobé 3D struktur

HA a jeji derivaty mohou byt pouzity k tvorbé 3D struktur, tzv. skafoldd. Skafoldy si mtizeme
predstavit jako jakési leSeni simulujici strukturu mezibunécné matrix in vivo. Takto lze
kultivovat 3D bunééné kultury in vitro. 3D skafoldy HA mohou mit vyuziti také pro regeneraci
tkani in vivo, naptiklad hydrogely HA [160]. Dal§im vyuzitim je kultivace bungk, které Spatné
adheruji, kdy 3D kultivace je mnohem efektivnéjsi oproti 2D kultivaci [161]. 3D struktury HA
je mozno vyuzit také k potazeni implantati a zabranit tak negativni reakci organismu vuci
implantatu, piikladem mohou byt elektrody v centralnim nervovém systému [162]. Dulezitym
faktorem je vhodnost materialu k tisknuti. Pro pouziti v biomedicing se jevi jako vhodny

material sekundarné zesitovana HA [163].

1.7.12 Vyutziti kyseliny hyaluronové v diagnostice

Hladiny HA v séru jsou zvysené u nékolika onemocnéni, zejména onemocnéni, které provazi
zanét. Jelikoz jatra jsou odpoveédnd za absorpci HA z krevniho obéhu, zvysené hladiny HA
v krvi mohou byt zpisobeny poruchou funkce jater, naptiklad pfi jaterni fibroze ¢i cirhoze
[164]. Zvysené hladiny HA v krvi mohou byt také vysledkem produkce vysokého mnozstvi HA
nadorovymi buiikami a jejiho uvolnéni do krevniho obéhu [165]. Hladiny nizkomolekularni
HA v séru mohou byt vyuzity Kk odliSeni metastatické formy rakoviny prsu [61]. ZvySené
hladiny HA v moci jsou typické pro rakovinu mo¢ového méchyie [166]. Analyza degradované
HA a zastoupeni rizné velkych fragmentd by mohlo byt uzite¢né v predikci progrese tumoru
[41].
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1.8 Moznosti analyzy kyseliny hyaluronové

Jelikoz HA se ucastni mnoha fyziologickych 1 patologickych procesti V zavislosti
na molekulové hmotnosti, moznost spravné a presn¢ analyzovat obsah a velikost HA vyrazné
ptispiva k pochopeni a objasnéni téchto procesti. Analyza HA je nepostradatelnd pti vyvoji

novych lé¢iv, studiu farmakokinetiky, navic umoziuje diagnostikovat néktera onemocnéni.

HA mlze byt analyzovana riznymi technikami. Vzorky svysokou koncentraci HA
bez ptitomnosti kontaminantl (zejména jinych GAG) je mozno analyzovat kolorimetrickymi
metodami, nicméné studium metabolismu a biologické aktivity vyzaduje vysokou citlivost a
selektivitu, ptipadné také strukturalni informace, proto jsou vyuzivany metody elektroforetické,
kapalinové chromatografie (LC) ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) nebo také metody
imunoanalytické. Na téma analyzy HA a dalSich GAG bylo vypracovano n¢kolik reserSnich
&lankd [31, 167-172], véetné nedavné prehledné prace Simka a kol. [15], ze které je v této ¢asti

ve velké mife Cerpano.

1.8.1 lzolace a purifikace kyseliny hyaluronové z biologickych vzorku

Jelikoz biologické vzorky jsou velmi komplexni a obsahuji znacné mnoZzstvi proteinti ¢i jinych
biopolymeri, je vyZzadovana pomérné pracna piiprava vzorku pied vlastni analyzou [173].
Extrakce a purifikace HA je podobna metodam pro izolaci nukleovych kyselin, protoze HA ¢i
jiné GAG jsou polyanionty, stejné jako nukleové kyseliny. Principem je denaturace, odstranéni
proteinti a separace vodné faze od organické (chloroform) centrifugaci, nasleduje precipitace
ethanolem. Takto byla izolovana prvni farmaceuticky ¢ista HA z hiebene kohouti v roce 1979
[31]. Dnesni izola¢ni protokoly zahrnuji navic digesci a odstranéni proteinti, enzyma nebo
odstranény dialyzou [31]. Pifiprava vzorku vSak mize zahrnovat i odbouravani nebo

derivatizaci HA, pfipadné odstranéni nadbytku derivatiza¢niho ¢inidla [173].

Proteiny je mozné odstranit enzymatickou hydrolyzou, napft. proteinasou K [31], papainem [15]
¢i aktinasou E [174]. Pro odstranéni peptidii vzniklych enzymatickou hydrolyzou proteinti je
mozno vyuzit ultrafiltraci s limitem 10 kDa. Pro odstranéni vétsich partikuli je mozno vyuzit
membranovou filtraci (filtry s porozitou asi 0,22 pum). Pro separaci HA z izolované frakce GAG
je mozno vyuzit extrakci na tuhé fazi (SPE) se silnym anexem, kdy sulfatované GAG jsou
eluovany pfi vyssi koncentraci soli [174]. Stejnou metodou je mozné separovat oHA
do molekulové hmotnosti az 100 kDa, kdy HA s del$im fetézcem je taktéz eluovana pii vyssi

koncentraci soli [31]. Pro purifikaci oHA Ize také vyuzit mikrokrystalickou celulosu [175].
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GAG mohou byt precipitovany alifatickymi amoniovymi solemi s dlouhym hydrofobnim
fetézcem, napf. cetrimoniumbromidem (CTAB) [176]. HA ma mensi negativni naboj nez
sulfatované GAG, coz umoznuje selektivni precipitaci CTAB komplexi sulfatovanych GAG
pii nizké iontové sile [177]. CTAB se vsak nehodi pro analyzu spojenou s MS, nebot’ by mohl
potlac¢ovat tvorbu iontd [15]. Pro purifikaci oHA muze byt vyuzito také tzv. glykoblotovani,
pti kterém dochazi k selektivhimu zachyceni oHA na hydrazidové kulicky o vysoké hustoté,
v tom samém kroku miize byt provedeno i fluorescencni znaceni [178]. Jelikoz je HA nachylna
k odbouravani hydroxylovymi radikély, které se tvoii v piitomnosti stopovych mnozstvi Fe?*
¢i Cu', je béhem izolace vhodna pFitomnost chelata¢niho ¢inidla jako je deferoxamin, ne vSak

EDTA [31].

1.8.2 Depolymerizace hyaluronanu pro analytické ucely

Jelikoz kvantifikace elektroforetickymi a chromatografickymi metodami je zna¢n¢ limitovana
molekulovou hmotnosti, byva u téchto metod zatazovana depolymerizace za vyuziti enzymi
nebo kyselin [15, 31]. Pro kvantifikaci HA je vhodna kompletni depolymerizace az na dimery,

zatimco ¢astecna depolymerizace mtize byt uzitecna pro strukturalni analyzy [15].

HA mlZe byt hydrolyzovana za katalyzy bakteridlnich nebo 1 ZivocisSnych HYA.
Nejvyuzivangjsi jsou bakterialni lyasy, napi. lyasa ze Streptococcus pneumoniae katalyzuje
hydrolyzu za vzniku nenasycenych dimerid HA s kyselinou glukuronovou na neredukujicim
konci [179], vyhodou je vysoka aktivita tohoto enzymu. HY A ze Streptomyces hyalurolyticus
jako jedina rozezna HA od ostatnich GAG, katalyzuje hydrolyzu -1,4- i 5-1,3-glykosidickych
vazeb za vzniku nenasycenych oHA (o lichém i sudém poctu monomert) [180], avsak aktivita
této HY A je nizka, hydrolyza HA trva asi 20 hodin [177]. Mezi zivo¢isné HY A patii napiiklad
HYA z varlat skotu (BTH), ktera katalyzuje hydrolyzu f-1,4-glykosidické vazby za vzniku
nasycenych oHA (0 sudém poc¢tu monomeri) s kyselinou glukuronovou na neredukujicim
konci [181]. HYA zpijavic katalyzuji hydrolyzu p-1,3-glykosidické vazby za wvzniku
nasycenych oHA (o sudém poctu monomerit) s N-acetylglukasaminem na neredukujicim konci
[182]. Kombinaci HYA z pijavic s BTH je mozno pfipravit i OHA o lichém poctu monomert
[183]. HA muze byt hydrolyzovana také za katalyzy chondroitinasou AC nebo ABC [174].
HYA vSak mohou byt inhibovany jinymi proteiny, polysacharidy, mastnymi kyselinami a
mnoha dal$imi latkami [184], coZ neplati pro alkalickou ¢i kyselou hydrolyzu. Z téchto dvou je
preferovana kyseld hydrolyza, nebot’ pii vysSich koncentracich kyseliny jsou produktem
prevazné oHA o sudém poc¢tu monomera [15, 185]. HA miZze byt odbouravana také fyzikalnimi

vlivy, napf. teplem, sonikaci, UV zafenim ¢i rentgenovym zafenim [31].
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1.8.3 Derivatizace oligomert hyaluronanu pro analytické ucely

Zaucelem zlepSeni chromatografickych vlastnosti, umoznéni UV ¢i fluorescenéni detekce nebo
také zlepSeni MS detekce je mozno purifikované oHA derivatizovat [167]. Pii né€kterych
derivatizacnich reakcich oHA, napf. s hydroxylovymi ¢i karboxylovymi skupinami muze
vznikat smés produktli, produktem by vSak mél byt homogenni derivat. Vhodna je derivatizace
na redukujicim konci oHA, napiiklad reduktivni aminace 2-aminobenzoovou kyselinou
(2-AK), 2-aminobenzamidem (2-AB), 2-aminoakridonem (AMAC) [174] nebo
prokainamidem, dal$im ptikladem je Michaelisova adice 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonu
(PMP) [186]. PMP derivaty siln¢€ absorbuji UV zafeni o vinové délce 245 nm. AMAC derivaty
se separuji na reverznich fazich, nebot’ jsou hydrofobni. Pro separaci derivati 2-AK a 2-AB se
vyuziva jak kapalinova chromatografie na reverznich fazich (RPLC), tak také hydrofilni
interak¢éni chromatografie (HILIC), derivaty prokainamidu jsou separovany pouze v moédu
HILIC [187]. Reduktivni aminace zvySuje citlivost MS detekce v pozitivnim iontovém modu a
umoznuje citlivéjsi fluorescencni detekci oHA [15, 188, 189], avsak derivatizace je Casoveé

narofna a je spojena s pracnou upravou vzorku, véetné odstranéni piebytku derivatiza¢niho

ginidla [15, 187].

1.8.4 Kolorimetrické metody v analyze hyaluronanu

Prvni kolorimetrické metody pro kvantifikaci HA byly zaloZeny na specifické detekci
N-acetylglukosaminu a glukuronové kyseliny, napiiklad karbazolova metoda, Elson-
Morganova metoda [177], reakce s alcianovou modii [172] nebo metoda oxidace kyselinou
jodistou [190]. Tyto metody vyzaduji depolymerizaci HA, napiiklad hydrolyzou v 80%
kyseling sirové pii teploté 60 °C nebo hydrolyzou katalyzovanou HY A. Tyto metody jsou vsak
pomérné malo citlivé i malo specifické a ¢asové naroc¢né. Jiné metody vyuzivaji k precipitaci
HA CTAB a turbidimetrickou detekci [191], pti které vS§ak mohou interferovat ostatni GAG a
dokonce i skrob [177].

Zminéné nedostatky piedchozich metod slibné fte$i kolorimetrickd metoda vyvinutd
Pepeliaevem a kol. [177]. Metoda je rozdélena do tii krokl. Prvnim je separace HA
od kontaminujicich GAG, mono- a oligomera frakcionaci CTAB. Dal§im krokem je hydrolyza
HA lyasou izolovanou z bakterie Streptococcus pneumoniae na 4,5-nenasycené dimery HA
(AHA2). Ttetim krokem je reakce AHA2 s 3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazonem, vznika
modrfe zbarveny produkt. Metoda dosahuje citlivosti 0,3 mg/l a opakovatelné kvantifikace
v rozmezi 3-2000 mg/l. Analyza trva 25-60 minut v zavislosti na komplexnosti vzorku. Jedna

se tedy o rychlou, spolehlivou a cenové dostupnou metodu pro detekci HA v komplexnich
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vzorcich, kterd mize byt snadno upravena na format mikrotitracnich desticek pro analyzu

vétsich sérii vzorka [177].

1.8.5 Imunoanalytické metody v analyze hyaluronanu

Studium metabolismu HA vyzaduje vysokou citlivost v fddech nanogramii na mililitr. Takovou
citlivost mize nabidnout modifikovana imunoanalyticka metoda ELISA (enzyme-linked
imunosorbent assay). Klasicka ELISA metoda vyuziva pro specifickou vazbu k analytu
protilatek, avSak HA je biokompatibilni, nevyvolava tedy v organismech tvorbu protilatek proti
HA, nelze tedy ani takové protilatky ziskat [31, 177, 192]. Nicmén¢€ misto protilatek mohou byt
pouzity jiné proteiny vazajici HA s vysokou specifitou, napt. agrekan, spojovaci protein nebo
také hyaluronektin. Jelikoz pti analyze HA metodou ELISA nejsou vyuzivany protilatky,
nazyva se ELISA-like metoda (ELISA podobna metoda) [31, 192]. Pied vlastni analyzou lze

pro separaci HA podle molekulové hmotnosti vyuzit iontové vyménné kolony [193].

ELISA-like metoda pro analyzu HA ma vétSinou sendvicové usporadani. Na mikrotitraéni
desti¢ce je imobilizovan protein vazajici HA (HABP), konjugovany s kienovou peroxidasou
(HRP), na tento konjugat se vaze HA (vznika tak sendvic¢). Pro konjugaci je vyuzivana vysoce
afinitni a specificka vazba streptavidinu a biotinu [31]. Po promyti se pfida substrat, ktery je
za katalyzy HRP pfeménén na produkt siln€ absorbujici ve viditelné oblasti. Citlivéjsi metody
jsou zalozeny na fluorescencni detekci, HABP je v tomto pfipad¢é konjugovan s fluoroforem
[192]. Citlivost ELISA-like metody je vysoka, mez detekce je kolem 0,05 ng HA, metoda neni
vhodna pro analyzu HA o molekulové hmotnosti mensi nez 150 kDa [15], coz je
pravdépodobné zplisobeno vazbou kratkych fet€ézci HA bez formovani smycek, které jsou

nutné pro dostate¢né silnou vazbu [31].

Kompetitivni ELISA-like metody jsou pro detekci HA preferovany vice, nebot’ komplex
HABP-HA vznikd mnohem lépe volné v roztoku neZ na povrchu mikrotitra¢ni desticky.
Kompetitivni ELISA-like metodou je mozno analyzovat jak vysokomolekularni, tak také
nizkomolekularni HA, az po dekamer HA, coz je limitni velikost pro vazbu k HABP, nicméné
citlivost kompetitivnich ELISA-like metod je obvykle niz8i nez u metod sendvi¢ovych, mez

detekce kompetitivnich metod je asi 1 ng [31].

Zajimavym feSenim je kompetitivni metoda AlphaScreen® (amplified luminescent proximity
homogeneous assay) [194], ktera vyuziva dvou typu latexovych nanocastic. Prvnim typem je
Castice potazena streptavidinem (donor), tato ¢astice vaze biotinem znacenou HA. Druhym

typem je castice modifikovana nikelnatym iontem (akceptor), tato Castice vaze specificky
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rekombinantni HA vazajici protein (napf. HABP nebo agrekan) znaceny histidinem na jeho
c-konci. Po vystaveni donorové castice elektromagnetickému zatreni (680 nm) se tvori
singletovy kyslik, ktery reaguje s akceptorovou nanocastici modifikovanou nikelnatym iontem
a emituje se zafeni o vlnové délce 570 nm, které je detegovano (viz obrazek 7) [194]. Tato
metoda je citliva, specificka a nezavisla na molekulové hmotnosti HA (dolnim limitem je
dekamer HA). HA muze byt kvantifikovana v rozmezi 30-1600 ng/ml pii spotiebé 2,5 pl
vzorku, mez detekce se pohybuje v rozmezi 0,08-4 ng HA. Po odstranéni kontaminujicich

proteint ¢i lipidl je mozno touto metodou analyzovat i komplexni biologické vzorky [194].

Akceptorova Emise (570 nm)
Excitace (680 nm) E:lcl)ldoi(tziaksél\faené
Donorova nikelnatym iontem 1S

nanocastice
potazena
streptavidinem

HABP znaceny
histidinem na C-konci S

Streptavidin
donor bead

Biotinem znacenid HA

Obrazek 7 AlphaScreen® metoda pro analyzu kyseliny hyaluronové (prevzato a upraveno z [194])

V soucasnosti je metoda ELISA-like nejvice citliva a specificka metoda pro stanoveni hladiny
HA, avSak je finan¢né a Casové ndro¢nd, samotnd analyza trvad né€kolik hodin a vyzaduje
zkuSené analytiky. VyuZiva se zejména v medicinskych aplikacich pro analyzu HA

Vv biologickych vzorcich [177, 192].

1.8.6 Elektroforetické metody v analyze hyaluronanu

Kyselinu hyaluronovou je mozné separovat (dle molekulové hmotnosti) klasickou gelovou
elektroforézou, pfi které je vSak nutno vyuzit standardd HA o definované molekulové
hmotnosti (nejlépe monodisperznich). Volba typu a koncentrace gelu se odviji od pozadavki
na separaci. Agarosovy gel (0,5%) v EDTA-tris-acetatovém pufru je mozno vyuzit pro separaci
HA o molekulové hmotnosti 200 az 6000 kDa, zatimco pro separaci HA o velikosti
5az 500 kDa je vyuzivano gelti s mensimi pory, napiiklad koncentrovanéjsi agarosovy gel
nebo polyakrylamidovy gel v EDTA-tris-boratovém pufru. Polyakrylamidové gely jsou

komer¢né dostupné i v koncentraénim gradientu 4 az 20 %. Dle typu gelu je aplikovano
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0,5 az 2,5 pg vzorku [31]. Pro detekci separované HA bez ptitomnosti kontaminantl je mozno
vyuzit barviv nebo denzitometrie. Dal$i moznosti je detekce HA na pozitivné nabité nylonové
membrané a obarveni alcianovou modii. Pro specifickou detekci na nylonové membrané miize
byt vyuzit HABP znaCeny biotinem a nasledna vizualizace c¢asticemi zlata znaCenymi

streptavidinem [195].

Kapilarni elektroforéza (CE) je citlivd metoda s vysokym rozliSenim a separacni G¢innosti a
zaroven s kratkym ¢asem analyzy. CE je kompatibilni s UV, fluorescencni i MS detekci [186].
Analyza muze probihat pfi normalni i obracené polarité. Pii obracené polarité je vyuzito
nizkého pH ke snizeni elektroosmotického toku, analyt aplikovany na katodé pak putuje
k detektoru na anodg. Jelikoz UV detekce neposkytuje dostateénou citlivost pro analyzu GAG
Vv biologickych vzorcich, vyuziva se detekce fluorescenc¢ni nebo MS [186, 188]. Metoda CE
s fluorescencni detekei byla vyuzita pro separaci 17 dimert riznych GAG vcetné¢ HA béhem
jednoho béhu trvajiciho 60 minut. Purifikované analyty byly depolymerizovany a
derivatizovany AMAC, separace probihala ve fosfatovém pufru. Tato metoda je asi stokrat
citlivéjsi nez CE s UV detekci, mez detekce pro HA je asi 0,5 ng/ul [188]. Podobné separace
bylo dosazeno také metodou UPLC-MS [196], CE ma vsak oproti této metodé nékolik vyhod,
napt. rychlé promyti kapilary pfed dalSim nastfikem, vysoké rozliSeni bez pouZiti iontoveé
parovych ¢inidel a velmi nizkou spotiebu vzorku a chemikalii (10-100 nl) [188]. V kapilaie
plnéné polyakrylamidovym gelem je mozné separovat oHA dle molekulové hmotnosti €1 stupné
depolymerizace. Podobn¢ lze v kapilafe plnéné 10% ethylenglykolem za pouziti boratového

pufru o pH 8,5 separovat oHA s fetézcem dlouhym az 190 monomeri [186].

1.8.7 Metody kapalinové chromatografie v analyze hyaluronanu

Pro separaci oHA metodou LC mohou byt pouzity rizné separacni mody, jako jsou RPLC,
HILIC, chromatografie na poréznim grafitickém uhliku (PGC) nebo gelova permeacni
chromatografie (GPC). Detekce muze byt UV, fluorescenéni nebo MS podle pozadavki
na citlivost ¢i potfebé informace o struktufe [15]. OHA jsou separovany V zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti, pfipadné chemické modifikaci. Také je moznost vyuziti metod

vyvinutych pro stanoveni ostatnich GAG [171].

Separace hydrofilnich oHA metodou RPLC je neefektivni, av§ak modifikaci nepolarnich fazi
nabitymi ligandy se znacné zlepsi retence polarnich analytt, takové kolony se pak nazyvaji
vicemodalni (mixed-mode). Informace o ligandu, jeho pKa a stupni iontovych interakci jsou

u téchto kolon klicové. Naptiklad pro eluci latek vazanych silnymi iontovymi interakcemi je
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potieba vysoké koncentrace pufru, kterd nemusi byt kompatibilni s MS. Publikace Kadlecové
a kol. porovnava nekolik vicemodalnich kolon a shrnuje pro analytiky dtlezité informace, které
Casto nejsou vyrobcem udavany [197]. Vicemodalni kolony XSelect CSH C18 bylo vyuzito
pro separaci OHA 0 sudém i lichém po¢tu (2-10) monomeri v tspé$ném spojeni s MS detekci
[183]. Pro efektivni separaci na reverznich fazich je mozno vyuzit derivatizace, napiiklad
AMAC. Konkrétné na koloné¢ C18 byly separovany AMAC derivaty dimerti sedmnécti riznych
GAG a detekovany metodou MS s limitem detekce HA 0,1 ng [196], stejné meze detekce bylo
dosazeno také podobnou metodou Weyerse a kol. [198]. Také je mozno do mobilni faze pfidat
iontové parové Cinidlo, napiiklad tributylamin, takto byly na C18 koloné separovany i delsi
OoHA (az 40-mer) [199]. Iontové parové ¢inidlo vSak mutze zpisobovat komplikace, jako jsou

iontova suprese nebo tvorba adukti v komplexnich vzorcich [15].

Dale je mozno vyuzit PGC, principem je retence analytu na zaklad¢ hydrofobnich interakct, ale
i polarnich a iontovych interakci [15]. Metodami PGC je mozno separovat dimery az oktamery
HA, separace jsou vSak siln¢ zavislé na pH a koncentraci soli. Vys§i oHA jsou na stacionarni
fazi PGC siln¢ zadrzovany [200, 201], nicméné je mozna separace dimerl ostatnich
sulfatovanych i nesulfatovanych GAG a jejich detekce fluorescenénim [202] nebo MS
detektorem [203]. Pii spojeni s ionizaci elektrosprejem (ESI) musi byt kolona uzemnéna, nebot’

polarizace stacionarni faze vede k Gplné retenci oHA [201].

Jelikoz jsou oHA hydrofilni, je vhodna pro jejich separaci metoda HILIC. Stacionarnimi fazemi
jsou napt. amidem modifikovany silikat [182], diolem modifikovany silikat [204] nebo také
zwitteriontova stacionarni faze [178]. HILIC metodou byly separovany oHA az
po hexadekamer s limitem detekce (metodou ESI-MS) 3,8 ug/ml [204]. Podobné jako metody
RPLC, tak také HILIC metody mohou byt vicemodalni [197]. Metodou kombinujici
mechanismy HILIC a slabé aniontové interakce byly separovany dimery GAG vcetné HA a
detekovany metodou ESI-MS, pro eluci analyti je vSak potfeba vysSi koncentrace pufru

(mravenéan amonny) v mobilni fazi oproti klasické HILIC [205, 206].

Pro separaci oHA dle molekulové hmotnosti je mozno vyuzit GPC, zndmé také jako vylucovaci
chromatografie. Principem této metody je porézni gelové sito, které rozdéluje latky podle jejich
velikosti, resp. molekulové hmotnosti [207]. Velké molekuly nepronikaji hluboko do pért, jsou
tedy eluovany dfive nez mensi molekuly, které pronikaji hloubéji do porta. GPC ve spojeni
s detekci MALLS (multiangle laser light scattering) je Siroce vyuZzivana pro analyzu HA
0 molekulové hmotnosti 2000-5000 kDa [31]. GPC kolony vsak musi byt kalibrovany nejlépe
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monodisperzni HA o znamé molekulové hmotnosti. GPC miize byt spojena také s detekci
ELISA-like metodami a vysokoucinné GPC kolony jsou kompatibilni i s detekci MS [168].
Na ultravysokou¢innych GPC kolonach byly separovany oHA az po dodekamer [180].

1.8.8 Hmotnostni spektrometrie v analyze hyaluronanu

Hmotnostni spektrometrie je vykonnym nastrojem pro citlivou detekci HA, piimé urceni
molekulové hmotnosti, uréeni struktury HA a jejich derivata a piipadné odliSeni od jinych GAG
[15]. Z4asadni vyhodou MS je schopnost odligeni isotopti uhliku 2C a 3C & moznost vyuziti
uhlikem '*C znadenych standardi. MS je tak excelentnim nastrojem pro studium
farmakokinetiky télu vlastnich latek, jako je HA, nebot spolehlivé odlisi exogenni (**C) a
endogenni (*C) HA [68]. Vzhledem k polymerni struktufe HA jsou vhodné mékké ioniza¢ni
techniky jako je ESI nebo ionizace laserem za tcasti matrice (MALDI) [15].

Elektrosprejem je HA ionizovana pfedevsim v negativnim iontovém maddu odstépenim vodiku
z karboxylové skupiny, Stupen ionizace je tedy zavisly na poctu karboxylovych skupin
v molekule oHA. Napft. dimery a tetramery HA vykazuji naboj -1, hexamery az dekamery -2,
dodekamery az oktadekamery -3 [199]. Metodou ESI-MS byly jednoznaéné identifikovany
OHA az po 24-mer. JelikoZz mnohonasobné nabité oHA je v disledku jejich zvySené
fragmentace tézké rozpoznat [208], vyuziva se pii ESI kromé negativné nabité sondy (ionizuje
oHA) také pozitivné nabité sondy, napiiklad [1,8-bis(dimethylamino)naftalen], ktery snizuje
stupen ionizace. Spojenim popsané ESI s hybridnim analyzatorem (kvadrup6l-analyzator doby
letu) byly analyzovany OHA az po 41-mer [15, 209]. Dalsi mozZnosti sniZzeni naboje
mnohonasobné nabitych aniontlh oHA je konverze naboje sraZkami s mnohondsobné kladné
nabitymi proteiny [210]. ESI-MS je vhodna pro online spojeni jak s UPLC, tak CE, kombinace
pozitivni polarity CE a negativni ionizace ESI-MS muze poskytovat kompletni informace

[186].

V porovnani s technikou ESI-MS, MALDI-MS je vice vhodna pro analyzu oHA s delSim
fetézcem [211], avSak v piipadé analyzy oHA s del§im fetézcem, ve smési oHA s rtiznou
délkou fetézce, miize byt tvorba iontd oHA s del$im fetézcem utlumena piitomnosti oHA
S krat§imi fetézci. Pro optimalni analyzu je vhodné odstranéni nizkomolekularni frakce a
ziskani co nejvétSsiho podilu oHA s delSim fetézcem, za téchto podminek mohou byt
identifikovany oHA az do velikosti 41 kDa [15, 212]. Metodou MALDI-MS vznikaji
monovalentni anionty i U OHA s dlouhym fetézcem (az 34-mer) [208]. Pro ionizaci technikou

MALDI je tfeba vyuzit matrice, kterd po ozafeni vzorku laserem ionizuje analyt. Pro analyzu
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HA je mozno vyuzit matric, jako jsou 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB) [213], 6-aza-2-
thiothymin [211], 9-aminoakridin (9-AA) [214] nebo také 2,4,6-trihydroxyacetofenon
s citronanem amonnym [208]. HA je mozno ionizovat v pozitivnim i negativhim modu,
Vv pozitivnim modu vznikaji zejména adukty oHA s Na* ¢i K, zatimco v negativnim modu je
odstépen vodik [208]. Zatimco DHB vykazuje stejnou citlivost v obou modech (500 pg), 9-AA
vykazuje mnohem lep$i citlivost v negativnim moddu (130 pg) neZz V pozitivnim (5 ng).

| ptes nizsi citlivost nachazi DHB v pozitivnim méddu vyuziti pro analyzu sulfatovanych GAG,

cvwr

Vyuziti v analyze oHA nachdzi také desorpcni ionizace elektrosprejem (DESI), kterd umoznuje
Setrnou ionizaci (za atmosférického tlaku), analyzu vzorkd in situ S minimalnimi naroky
najejich piipravu a vysokou toleranci k solim [215]. Vhodnym desorpénim povrchem
pro analyzu HA je hydrofobni material, jako je teflon. Tandemovou MS (iontova past-orbitrap)
s DESI byla ur¢ena sekvence dekameru HA s vybornou citlivosti (10 pg) [216].

Pii analyze komplexnich vzorkii metodou MS je vhodné pro efektivni urceni struktury
jednotlivé analyty nejprve separovat, napt. metodami LC nebo CE. Nékteré isomery (napf.
desulfatované oligomery chondroitinu, heparanu a oHA) maji podobné chromatografické
vlastnosti, a dokonce i hmotnostni spektra, 1i§i se jen nepatrné, napt. unikatnim fragmentovym
iontem nebo iontovou mobilitou [15]. Piikladem vyuZiti iontové mobility pro separaci isomert
HA muze byt aplikace vysokotlaké viny nosného plynu na isomerické ionty v analyzatoru doby
letu, takto byla separovana isomericka smés tetramerii a hexamert HA [217]. Podobné lze
iontové mobility vyuzit i pfi analyze jinymi metodami, napf. tandemovou MS s iontovou
cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci. Aplikace vysokonapétové asymetrické

viny na isomerické ionty umozni jejich separaci [218].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie a pomicky

2.11

Chemikalie

methanol LC-MS ¢istoty (Fischer Scientific Inc., Hampton, USA)

acetonitril LC-MS c¢istoty (Fischer Scientific Inc., Hampton, USA)

octan amonny LC-MS distoty (Fischer Scientific Inc., Hampton, USA)

hydroxid amonny LC-MS ¢istoty (Fischer Scientific Inc., Hampton, USA)

kyselina octova LC-MS ¢istoty (Fischer Scientific Inc., Hampton, USA)

kyselina mravenci LC-MS cistoty (Fischer Scientific Inc., Hampton, USA)

kyselina fosforeéna (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

sterilni prase¢i plazma (Contipro a.s., Dolni Dobroug, Ceska republika)
demineralizovana voda

nasycené oligomery kyseliny hyaluronové: dimer (HA2), tetramer (HA4), hexamer
(HA®6), oktamer (HA8), dekamer (HA10), dodekamer (HA12), tetradekamer (HA14),
hexadekamer (HA16), oktadekamer (HA18) a eikosamer (HA20) (Contipro a.s., Dolni
Dobrou¢, Ceské republika)

nenasycené oligomery kyseliny hyaluronové: dimer (AHA2), tetramer (AHA4),
hexamer (AHAG), oktamer (AHAS8), dekamer (AHA10), dodekamer (AHAL2),
tetradekamer (AHA14), hexadekamer (AHAL6), oktadekamer (AHA18) a eikosamer
(AHA20) (Contipro a.s., Dolni Dobroug, Ceska republika)

nenasyceny dimer kyseliny hyaluronové znaceny uhlikem 3C (**C-AHA2) (Contipro
a.s., Dolni Dobroug¢, Ceska republika)

Pristroje

analytické vahy (Mettler Toledo, s.r.o., Praha, Ceska republika)

magnetické michadlo (2mag AG, Mnichov, Némecko)

pH-metr (XS Instruments, Carpi, Italie)

tirepacka (Benchmark Scientific, Sayreville, USA)

tiepacka s regulaci teploty (N-Biotek, Bucheon, Korea)

hlubokomrazici box (-80 °C) (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

chlazena odstiedivka (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

susicka s privodem dusiku (Fischer Scientific Inc., Hampton, USA)
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2.1.3 Sestava UPLC-MS
UPLC systém Waters Acquity, hmotnostni spektrometr Waters Xevo TQ-XS (Waters, Milford,
USA)

2.2 Priprava roztoki

2.2.1 Priprava 10x ziedéné plazmy
Jeden ml sterilni praseci plazmy byl nafedén 9 ml demineralizované vody, takto ptipravena

plazma byla dikladné promichana.

2.2.2 Priprava 10mmol/l octanu amonného, pH 5 (mobilni faze)
Navazka asi 0,77 g octanu amonného byla rozpusténa v asi 950 ml demineralizované vody, pH
roztoku upraveno koncentrovanou kyselinou octovou na hodnotu 5 a objem roztoku doplnén

demineralizovanou vodou do objemu 1 1.

2.2.3 Priprava smési kyseliny fosfore¢né a acetonitrilu
K 47,5 ml demineralizované vody bylo ptidano 2,5 ml HzPOs a po dikladném promichani

450 ml acetonitrilu.

2.2.4 Priprava standardi nasycenych oligomeri kyseliny hyaluronové (2-20)
Navazka 1 mg jednotlivého nasyceného 0HA (2-20) byla rozpusténa v 1 ml demineralizované

vody.

Smichanim 100 pl jednotlivého zasobniho roztoku oHA byl pfipraven smésny standard

nasycenych oHA o koncentraci 100 pg/ml.

2.2.5 Priprava standardi nenasycenych oligomeri kyseliny hyaluronové (2-20)
Navazka 1mg jednotlivého nenasyceného oHA (2-20) byla rozpusténa v 1ml

demineralizované vody.

Smichanim 100 pl jednotlivého zasobniho roztoku OHA byl pfipraven smésny standard

nenasycenych oHA o koncentraci 100 pg/ml.
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2.2.6 Priprava dimeru kyseliny hyaluronové zna¢eného uhlikem *C

Vysokomolekularni HA (1562 kDa) zna¢ena uhlikem *3C (*3C-HA) byla ziskana pii kultivaci
Streptococcus zooepidemicus na kultiva¢ni ptidé s ptidanou, uhlikem **C znagenou, b-glukosou
(Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, USA) v laboratofich Contipro a.s. Isotopicka
Cistota 3C-HA je znama, hmotnostni spektrum (obrazek 8) je pfevzato z publikace Simka a kol.
[68]. Disacharidové jednotky HA obsahujici pouze uhliky *C byly dominantni formou

monomeru Vv fetézci isotopicky znacené HA (91 % z celkového poctu vSech monomert).

13C-AHA2 byly piipraveny enzymatickou hydrolyzou vysokomolekularni 13C-HA, za katalyzy
HYA ze Streptomyces penumonia. K vodnému roztoku vysokomolekularni **C-HA (1 mg/ml)

byl ptidan enzym HY A (7500 U/mg), smés byla inkubovana ptes noc pii 37 °C.

100F%, - o 10075
50 0OH I
*1 o= o  om —\ 0
80% g\ N Y
70% 4 HO— M HH
0% - 0=
50% 1
40% - j:c 2 8 :
30% - % o g g
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0% 4 2% 1% ™ 4% | I ® i~
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Obrizek 8 Hmotnostni spektrum disacharidu pfipraveného z uhlikem 3C znadené kyseliny hyaluronové
(pievzato z [68])
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2.3 Vybér vhodné extrakéni metody
Bylo zvoleno nékolik potencidlné vhodnych metod pro extrakci oHA. U téchto metod byla

porovnavana vyslednd intenzita a selektivita analytd.
Pro extrakci na pevné fazi (SPE) byly pouzity nasledujici typy kolon (tabulka 1):

e Qasis HLB (Waters, Milford, USA), objem kolonky 1 ml, 30 mg sorbentu, velikost ¢astic
30 pm

o SepPak (Waters, Milford, USA), objem kolonky 1 ml, 50 mg sorbentu, velikost ¢astic
55-105 pm

Pro extrakci kapalina-kapalina (LLE) byly pouzity nasledujici rozpoustédla a postupy (uvedené

v tabulkach 2, 3, 4):

e methanol
e chloroform
e hydrolyza proteint za katalyzy aktinasou E nasledovana extrakci smési chloroformu a

methanolu (4:1, v/v)

Tabulka 1 Extrakce na pevné fazi

Oasis SPE SepPak SPE

1. 1 ml methanolu 1. 1 ml methanolu

2.1 ml 0,2% kyseliny mravenci 2. 1 ml 0,2% kyseliny mravenci

3. 0,1 ml vzorku + 2 ul kyseliny mravenci 3. 0,1 ml vzorku + 2 ul kyseliny mravenci
4.1 ml 0,2% kyseliny mravenéi 4. 1 ml 0,2% kyseliny mravenci

5. 0,7 ml methanolu 5. 0,7 ml methanolu

6. suseni dusikem 6. suseni dusikem

7. rozpusténi odparku v 0,1 ml 10mmol/l | 7. rozpusténi odparku v 0,1 ml 10mmol/l
octanu amonném pH 5 octanu amonném pH 5

Tabulka 2 Extrakce kapalina-kapalina |

Methanol

. 0,1 ml vzorku
. 0,4 ml vychlazeného methanolu (pii -80 °C)

. michéni na vortexu 30 min pii 4 °C
. inkubace 2 h pii -80 °C
. odstfedéni smési (4 °C, 15000 x g, 10 min)

. odebrani supernatantu

. suSeni dusikem

0| QAN N Bl W NP

. rozpusténi odparku v 0,1 ml 20mmol/l octanu amonného o pH 5
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Tabulka 3 Extrakce kapalina-kapalina 11

Chloroform

. 0,1 ml vzorku
. 0,4 ml chloroformu

. odstiedéni smési (4 °C, 15000 x g, 10 min)
. odstranéni spodni organické vrstvy

. pfidani 0,4 ml methanolu K peleté a vodné vrstvé
. odstfedéni smési (4 °C, 15000 x g, 10 min)

. odebrani supernatantu

. suSeni dusikem

O| o | | | K| W N| -

. rozpusténi odparku v 0,1 ml 10mmol/l octanu amonného o pH 5

Tabulka 4 Extrakce kapalina-kapalina 111

Aktinasa E/chloroform/methanol

1. 1 ml vzorku

2. 40 pul 1% aktinasy E

. inkubace 3 h pii 45 °C

. 0,9 ml smési chloroformu a methanolu (4:1, v/v)
. odstfedéni smési (4 °C, 15000 x g, 10 min)

. odebrani supernatantu

. suSeni dusikem

| N| o o M W

. rozpusténi odparku v 0,1 ml 10mmol/l octanu amonného o pH 5

Modelovy vzorek byl pfipraven smichanim 2970 pl 10x natfedéné praseci plazmy s 30 pl
smésného standardniho roztoku nasycenych oHA. Vysledna koncentrace nasycenych oHA tedy
byla 1 ug/ml. Vzorky byly pro kazdou metodu piipraveny v tripletu a analyzovany metodou
UPLC-MS.

2.4 Provedeni extrakce methanolem

Do zkumavky bylo pipetovano 100 pl vzorku, 10 pl vnitiniho standardu (nasycené oHA
pro analyzu nenasycenych 0HA) a 400 ul vychlazeného methanolu pii -80 °C. Zkumavky byly
umistény do vytemperovaného (4 °C) vortexu, obsah tfepan po dobu 30 min, nasledné
inkubovan po dobu 2 hodin pii -80 °C a smés odstfedéna (4 °C, 15000 x g, 10 min).
Supernatant byl odebran do Cisté zkumavky a rozpoustédlo odpafeno v atmosfére dusiku.
Odparek byl rozpustén v 100 pl 10mmol/l octanu amonném o pH 5,0. Takto ptipraveny vzorek

byl ptenesen do vialky a déale analyzovan.
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2.5 Ovéreni UPLC-MS metody stanoveni oligomeri kyseliny hyaluronové
po extrakci methanolem

2.5.1 Vliv matrice na vytéZnost extrakce methanolem

Zkoumanymi matricemi byl obsah ¢asti gastrointestinalniho traktu (GIT) mysi:

e Zzaludek (ST)
e tenké stifevo (SI)
e apendix (A)

e tlusté stievo (LI)

Modelovy vzorek byl pfipraven z matric, u kterych jiz v minulosti nebyla prokazana pfitomnost
oHA. Ke kazd¢ matrici byl pfiddn smésny standardni roztok nenasycenych oHA. U prvni
poloviny vzorkl byl smésny standard (10 pl) ptidan pied extrakci a u druhé poloviny vzorka
byl pfidan po extrakci. Vzorky byly pfipraveny v tripletu (celkem 24 vzorki) a analyzovany
metodou UPLC-MS.

Primérné hladiny nenasycenych OHA s ptfidanym standardem pted extrakci byly vztazeny
K primérnym hladinam s ptidanym standardem po extrakci, ¢imz byla ziskana vytéznost

extrakce.

2.5.2 VIliv koncentrace matrice na vytéZnost extrakce methanolem

Jako modelova matrice byla pouzita sterilni prase¢i plazma o riznych koncentracich:

e nefedéna plazma
e 2x ziedéna plazma
e 10x zfedéna plazma

e 100x zfedéna plazma

K plazmé byl pfidan smésny standardni roztok nenasycenych oHA. U prvni poloviny vzorkl
byl smésny standard (10 pl) pfidan pied extrakci a u druhé poloviny vzorkt po extrakci. Vzorky
byly piipraveny v tripletu (celkem 24 vzorkt) a analyzovany metodou UPLC-MS.

Primérné hladiny nenasycenych oHA s pfidanym standardem pied extrakci byly vztaZeny
K primérnym hladinam s pfidanym standardem po extrakci, ¢imz byla ziskana vytéznost

extrakce.
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2.5.3 Vliv pH na vytéZnost extrakce methanolem

Jako modelova matrice byla pouzita 10 x nafedéna sterilni prase¢i plazma s upravenym pH:

o 10x zfedéna plazma, pH 2,0
e 10x zfedéna plazma, pH 5,0
e 10x zfedéna plazma, pH 7,0
o 10x zfedéna plazma, pH 9,0

Pro upravu pH na pozadovanou hodnotu byl pouzit roztok kyseliny mravenci nebo amoniaku.
Ke kazdé matrici o daném pH byl ptidan smésny standardni roztok nenasycenych oHA. U prvni
poloviny vzorkt byl smésny standard (10 ul) ptidan ptred extrakci a u druhé poloviny vzorku
po extrakci. Vzorky byly ptipraveny v tripletu (celkem 24 vzorkl) a analyzovany metodou
UPLC-MS.

Priméré hladiny nenasycenych OHA s pfidanym standardem pted extrakci byly vztazeny
K primérnym hladinam s ptidanym standardem po extrakci, ¢imz byla ziskdna vytéZnost

extrakce.

2.5.4 Vliv pH na separaci oligomeriu kyseliny hyaluronové

Byly pfipraveny mobilni faze s riznou hodnotou pH:

e 10mmol/l octan amonny, pH 4,5
e 10mmol/l octan amonny, pH 5,0
e 10mmol/l octan amonny, pH 5,5

e 10mmol/l octan amonny, pH 6,0

Navazka asi 0,77 g octanu amonného byla rozpusténa v 1| demineralizované vody a pH

upraveno na pozadovanou hodnotu kyselinou octovou.

Byl pfipraven smésny standard nasycenych oHA o koncentraci 1 pug/ml. Standard byl
analyzovan V duplikatu metodou UPLC-MS pro kazdou mobilni fazi o rizném pH. Byl

sledovan vliv pH na retenci a selektivitu (pomér vysky a plochy piku).
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2.5.5 VIiv koncentrace octanu amonného v mobilni fazi na separaci oligomeri
kyseliny hyaluronové

Byly pfipraveny roztoky octanu amonného o tech riiznych koncentracich a pH 5,0:

e Smmol/l octan amonny, pH 5,0; navazka asi 0,39 ¢
e 10mmol/l octan amonny, pH 5,0; navazka asi 0,77 g

e 25mmol/l octan amonny, pH 5,0; navazka asi 1,93 ¢

Odpovidajici navazka octanu amonného byla rozpusténa v 11 demineralizované vody a pH

upraveno na hodnotu 5,0 kyselinou octovou.

Byl pfipraven smésny standard nasycenych OoHA o koncentraci 1 pug/ml. Standard byl
Vv duplikatu analyzovan metodou UPLC-MS pti pouziti mobilnich fazi li§icich se v koncentraci
octanu amonného. Byl sledovan vliv koncentrace octanu amonného v mobilni fazi na retenci a

selektivitu (pomér vysky a plochy piku).

2.5.6 Priprava standardnich roztoki nenasycenych okta- a hexadekameru
kyseliny hyaluronové pro konstrukci kalibra¢nich krivek

Ze zasobnich roztokit AHA8 a AHA16 o koncentraci 1 mg/ml byly ptipraveny dva pracovni

roztoky. Koncentrace obou oHA v pracovnim roztoku (p1) byla 10 pg/ml (490 ul 10 x natedéné

plazmy, 5 ul zasobniho roztoku AHA8 a 5 ul zasobniho roztoku AHA16), v pracovnim roztoku

(p2) 1 pg/ml (450 pl 10 x natedéné plazmy a 50 ul jiz ptipraveného roztoku pl).

Ze zasobnich roztoki HA8 a HA16 o koncentraci 1 mg/ml byl piipraven vnitini standard
o koncentraci obou oHA 10 pg/ml (980 ul vody, 10 ul zasobniho roztoku HA8 a 10 pul
zasobniho roztoku HA16).

Smichanim pracovnich roztoki (pl a p2) s 10x nafedénou plazmou (modelova matrice) byla

ptipravena kalibra¢ni fada (tabulka 5 a 6).
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Tabulka 5 Piiprava standardi pro sestrojeni kalibraéni Fady |

koncentrace | 10x nafedéna pracovni pracovni
(ng/ml) plazma (ul) | roztok p1 (ul) | roztok p2 (ul)

blank 0 100 0

1 10 99 1

2 25 97,5 2,5

3 50 95 5

4 75 92,5 7,5

5 100 90 10

6 250 75 25

7 500 50 50

8 750 25 75

9 1000 90 10

10 2500 75 25

11 5000 50 50

12 7500 25 75

13 10000 0 100

Ke vSem standardim bylo pied extrakci pfidano 10 pl vnitiniho standardu (HA8 a HAL6)
0 koncentraci 10 pg/ml. Byla provedena extrakce methanolem nasledovana analyzou metodou

AHA8 (AHA16) byla vztazena k intenzité

UPLC-MS.

Tabulka 6 Piiprava standardi pro sestrojeni kalibraé¢ni rady 11

koncentrace | 10x nafedéna pracovni
(ng/ml) plazma (ul) | roztok p2 (ul)

blank 0 100 0

1 10 99 1

2 25 97,5 2,5

3 50 95 5

4 75 92,5 7,5

5 100 90 10

6 250 75 25

7 500 50 50

8 750 25 75

9 1000 90 100

Intenzita piku odpovidajici

odpovidajiciho piku vnitiniho standardu HA8 (HA16).
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2.5.7 Stanoveni hladin nenasycenych okta- a hexadekamerii kyseliny hyaluronové
v modelovych vzorcich

Byly pfipraveny modelové vzorky obsahujici AHA8 a AHA1G6 o tfech riznych koncentracich:

e A (975 ul 10x nafedéné plazmy, 25 ul p2) koncentrace 25 ng/ml
e B (950 ul 10x natedéné plazmy, 50 ul p2) koncentrace 50 ng/ml
e C (900 pul 10x nafedéné plazmy, 100 ul p2) koncentrace 100 ng/ml

Pro kazdou koncentraci AHA8 (AHA16) bylo piipraveno pét modelovych vzorki. Ke vsem
modelovym vzorkiim bylo ptfed extrakci ptidano 10 ul vnitiniho standardu HA8 (HAL6)
o koncentraci 10 pg/ml. Byla provedena extrakce methanolem a nasledovana analyzou
metodou UPLC-MS.

Pro kazdy modelovy vzorek byla posuzovana mira shody mezi naméfenymi hodnotami, tedy

ptesnost, vyjadiena variaénim koeficientem CV.

STD

V="

kde STD je smérodatna odchylka a AVG aritmeticky prameér.

Koncentrace AHA8 (AHAL16) v modelovych vzorcich byly porovnavany s realnymi
koncentracemi, ¢imz byla posuzovana spravnost. Mira odchylky od realné koncentrace byla

vyjadfena relativni chybou o.
(x— p

= ,
m

kde x je namétena hodnota a u je skute¢na hodnota.

52



2.6 Priprava standardnich roztoki nenasycenych oligomeru Kkyseliny
hyaluronové pro konstrukci kalibracnich krivek pouzitych ke stanoveni

hladin uhlikem 3C znaéenych nenasycenych oligomerii

Ze zasobnich roztokt *C-AHA2, AHAS8, AHA10, AHA12, AHA14 a AHA16 (uhlikem C
znacené vyssi oHA nebyly k dispozici) o koncentraci 1 mg/ml byly ptipraveny dva pracovni
roztoky. Koncentrace vsech zminénych oHA vV pracovnim roztoku (pl) byla 10 pg/ml,

pracovnim roztoku (p2) pak 1 pg/ml.

Ze zasobnich roztokda HA2, HA8, HA10, HA12, HA14 a HA16 o koncentraci 1 mg/ml byly

pfipraveny vnitini standardy o koncentraci 100 pg/ml.

Smichanim pracovnich roztokt s 10 x nafedénou plazmou (modelova matrice) byly pfipraveny

standardy pro sestrojeni kalibra¢ni fady (tabulka 5).

Ke v§em vzorkdm standarda bylo pied extrakci ptidano 10 ul vnitiniho standardu o koncentraci

100 pg/ml. Byla provedena extrakce methanolem nasledovana analyzou metodou UPLC-MS.
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2.7 Stanoveni hladin uhlikem *C znadenych nenasycenych oligomert
hyaluronanu ve vzorcich obsahu gastrointestinalniho traktu mysi pro

ucely studia farmakokinetiky kyseliny hyaluronové
Zavedena analyticka metoda byla pouzita k analyze oHA v obsahu stfev mysi BALB/C, kterym
byla peroralné aplikovana ¥C-HA v davce 50 mg na 1kg vihy zvifete. Celkem byly
analyzovany vzorky tficeti zvitat. Jednalo se o dvé skupiny mysi po patnacti zvitatech, pficemz
prvni skupiné patnacti mysi byla podana HA o molekulové hmotnosti 15 kDa a druhé skupiné
patnacti mys$i o molekulové hmotnosti 1562 kDa. VVzorky obsahu stfev byly odebirany po 1, 2,
4, 6 a 24 hodinach po aplikaci (v kazdy ¢as odbér obsahu stiev tii mysi).

K navazenym vzorktim obsahu GIT (ze zaludku, tenkého stieva, apendixu a tlustého stieva) byl
ptidan pufr (100mmol/lI PBS + 10mmol/l EDTA, pH 7,4) v takovém mnozstvi, aby vysledna
koncentrace byla 250 mg obsahu GIT na 1 ml.

Takto pripravené vzorky byly homogenizovany na tiepacce (4 °C, 2000 x g, 3 min) a poté byl
obsah zkumavky odstfedén (4 °C, 15000 x g, 10 min). Zpracovani vzork bylo provadéno
pii teploté 4 °C, aby se zamezilo ptipadné degradaci OHA. Takto zpracované vzorky byly

pfipraveny k analyze.

Ke vSem vzorkam byl pfed extrakci pfidan vnitini standard (HA2, HA8, HA10, HA12, HA14
a HA16) o koncentraci 100 ug/ml. Byla provedena extrakce methanolem nasledovana analyzou
metodou UPLC-MS.

Pomér intenzity piku HA ve vzorku a vnitiniho standardu byl dale zkorigovan na isotopickou
distribuci nativniho oHA. Jelikoz nebyla moznost pouzit uhlikem 3C znacené standardy
vysSich oHA pro sestrojeni kalibraéni fady, byly pouZity nativni nenasycené oHA. Vzorec

pro vypocet vysledné koncentrace, véetné korekce na isotopickou distribuci nativnich oHA, je

% atomu v nativnim oHA
% atomi v 3C oHA

intenzita piku nativniho oHA

- intenzita piku **C oHA

C13c oA = " Cnativniho oHA»

kde *C oHA je uhlikem 3C znageny nenasyceny oHA (analyt), nativni oHA je nasyceny oHA
(vnitini standard), % atomii v nativnim oHA je pravdépodobnost vyskytu nativniho oHA
pti 100% zastoupeni isotopu 12C, % atomii v *C 0HA je pravdépodobnost vyskytu uhlikem *C
znadenych oHA pii 100% zastoupeni isotopu 3C, hodnoty % atomui jednotlivych oHA jsou

uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7 Pravdépodobnosti monoisotopické hmotnosti

% atomii AHA8 | AHA10 | AHA12 | AHAl4 | AHA16
nativni OHA | 48,1% | 39,9 % 33,3% 27,8 % 23,3 %
13C oHA 91,7% | 449 % 39,0 % 33,9 % 29,4 %

Pravdépodobnost vyskytu nativnich oHA pii 100% zastoupeni isotopu 2C byla zjiiténa
experimentalné. Pravdépodobnost P vyskytu uhlikem *3C zna¢enych oHA pii 100% zastoupeni

isotopu *C byla ziskana binomickym rozdé&lenim podle vzorce
n
_ x _ n-—x
P = (x) p*(1 —-p)" %

kde x je podet atomi uhliku >C v molekule (pro tento vypocet 0 2C), n je celkovy pocet atomi
uhliku v molekule, p je pravdépodobnost vyskytu atomu uhliku *2C (tedy 1 % pfi isotopické
Sistoté 13C 99 %).

V tabulce 8 je uveden pomér hmotnosti a naboje m/z nativnich oHA (pii 100% zastoupeni

isotopu uhliku *2C) a také uhlikem 3C znacenych oHA (pti 100% zastoupeni isotopu *C).

Tabulka 8 Poméry monoisotopickych hmotnosti a naboje

m/z AHA8 | AHA10 | AHA12 | AHAl4 | AHAIL6
nativni oHA | 757,22 | 955,78 763,22 889,59 | 1009,96
13C oHA 785,31 | 990,89 791,31 922,37 | 1047,42

13C-AHA2 byly kvantifikovany bez pfepoétu na vyse zminénou isotopickou distribuci nativniho

dimeru, nebot’ *C-AHA2 byl pfitomen v kalibraéni fadé standardd.

Koncentrace jsou uvadény jako pg analytu na g vzorku, vzorec pro piepocet je

1000

mg

(H9) = c(29). 22 D
ml 1000

Kone¢nym vysledkem je procentualni podil podavané davky, vzorec pro piepocet je

myz(mg)
1000
davka HA (ng)

% dévky = ¢ (%‘g) :
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2.8 Podminky UPLC separace

Pratok mobilni faze kolonou Atlantis Premier BEH C18 AX (Waters, Milford, USA) byl
udrzovan na hodnoté 0,4 ml/min pfi teploté 60 °C. Spodni tlakovy limit byl 100 psi a horni
tlakovy limit 18000 psi. Analyty byly separovany pti gradientové eluci (tabulka 9). Na kolonu

bylo davkovano 5 pl vzorku.

Tabulka 9 Gradientova eluce

¢as (min) mobilni faze A mobilni faze B
(octan amonny, %) (acetonitril, %)
0 95,0 5,0
0,5 95,0 5,0
5,0 40,0 60,0
55 40,0 60,0
6,0 40,0 60,0
6,3 95,0 5,0
7,5 95,0 50

2.9 Podminky MS detekce

Oligosacharidy byly monitorovany v MRM moédu (multiple reaction monitoring) a podminky
detekce optimalizovany. Napéti na kapilate bylo 2,5 kV, pritok desolvataéniho plynu (N2) byl
1000 1I/h pti teploté 600 °C. Jednotlivé ptechody, spolu s optimalizovanymi hodnotami napé&ti

na konusu (KV) a kolizni energie (KE), jsou uvedeny v tabulce 10.
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Tabulka 10 Optimalizace detekce vybranych oligomera hyaluronanu hmotnostnim spektrometrem

oligome | isoto | z m/z fragment 1 (F1) | fragment2 (F2) | KEF1,eV | KEF2,eV | KV,V
AHrAZ 12pC 1- | 3781 175 87 24 10 22
13C 392,1 181 90 24 10 22
HA2 2C | 1- | 396,2 113 193 26 16 40
BC 410,2 118 199 26 16 40
AHA4 2C | 1-| 7576 175 554,5 38 28 72
13C 785,3 181 574 38 28 72
HA4 2C | 1-| 77572 193 572,1 38 28 72
13C 803,3 199 594,2 38 28 72
AHAG 2C | 2- 568 175 465,9 30 16 42
13C 588,7 181 482,6 30 16 42
HAG 2C | 2-| 5768 193 475,2 30 16 42
13C 597,7 199 4927 30 16 42
AHAS8 2C | 2-| 7575 175 655,8 40 18 54
13C 785,3 181 679 40 18 54
HA8 2C | 2-| 766,4 193 664,7 40 18 54
13C 794,3 199 689,3 40 18 54
AHA10 2C | 2-| 946,8 175 844,7 44 26 18
13C 981,9 181 875,6 44 28 18
HA10 2C | 2- 956 193 854,4 44 26 18
BC 990,9 199 885,8 44 26 18
AHA12 2C | 3-| 7575 695,2 175 20 44 38
13C 785,1 90 181 20 44 38
HA12 2C | 3-| 7635 695,7 113 20 44 38
13C 791,3 721,3 118 20 44 38
AHA14 2C | 3-| 8841 175 816,2 38 22 12
13C 916,2 181 875 38 22 12
HA14 2C | 3-| 889,6 193 821,6 38 22 12
13C 9224 199 852,3 38 22 12
AHA16 2C | 3-| 1010,6 113 942,7 64 28 38
BC 1047,2 181 976,5 40 24 26
HA16 2C | 3-] 1016,3 113 948,5 64 28 38
13C 1053,4 118 983,4 64 28 38
AHA18 2C | 3-] 1136,3 175 1068,3 50 28 92
BC 1178,2 181 1107,5 50 28 92
HA18 2C | 3-| 11427 113 1074,9 64 30 66
BC 11845 118 11144 64 30 66
AHA20 2C | 3-| 1262,7 113 11947 68 26 76
BC 1309,2 118 1238,5 68 26 76
HA20 2C | 3-] 1269,2 113 1201,5 74 32 88
13C 13155 118 12455 74 32 88
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3 VYSLEDKY

3.1 Vybér vhodné extrakéni metody

U obou SPE kolonek byla zaznamenana vyborna selektivita, ale velmi nizka vytéznost
sledovanych oHA, prakticky zadnd pro vyssi oHA. LLE vykazovala naopak vybornou
vytéznost i pro vyssi oHA, ale nizkou selektivitu v porovnani s technikou SPE. Nejlepsi
selektivitu a vybornou vytéZznost vykazovala extrakce methanolem, proto byla pro tpravu
vzorku pted vlastni UPLC-MS analyzou zvolena. V grafu 1 jsou zobrazeny naméfené intenzity

vybranych analytd extrahovanych riznymi metodami.

Graf 1 Porovnani intenzity vybranych analyti extrahovanych riiznymi extrakénimi metodami
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MeOH je extrakce methanolem, ChIF extrakce chloroformem, ActE/ChIF/MeOH je hydrolyza proteini

za katalyzy aktinasou E nésledovana extrakci smési chloroformu a methanolu (4:1, v/v).

Na obrazku 9 jsou porovnany tvary piki vybranych oHA po extrakci riznymi extrak¢énimi

metodami. Pouzita kolona a podminky separace jsou uvedeny v kapitole 2.8.
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Obrazek 9 Tvary piki vybranych oligomeri kyseliny hyaluronové po extrakci riznymi extrakénimi

metodami

MeOH je extrakce methanolem, ChIF extrakce chloroformem, ActE/ChlF/MeOH je hydrolyza proteini

za katalyzy aktinasou E nasledovana extrakci smési chloroformu a methanolu (4:1, v/v).



3.2 Ovéreni ucinnosti extrakce methanolem a metody UPLC-MS

3.2.1 VIiv matrice na vytéznost extrakce methanolem
Z grafu 2 je patrna vyborna vytéznost extrakce oHA methanolem u vSech testovanych matric
(obsah zaludku, apendixu, tenkého stieva a tlustého stfeva mysi). Vytéznost se pohybovala

Vv rozmezi od 95 % do 105 % s minimem 80 % a maximem 122 %.

Graf 2 Vliv matrice na vytéZnost extrakce methanolem
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3.2.2 VIiv mnozZstvi matrice na vytéZnost extrakce methanolem
Z grafu 3 je patrna dobra vytéznost extrakce oHA methanolem i z netedéné praseci plazmy.
Vytéznost se pohybovala v rozmezi od 58 % do 100 %. U 100x nafedéné plazmy byl

zaznamenan velky rozptyl hodnot.

Graf 3 VIiv mnozZstvi matrice na vytéZnost extrakce methanolem
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3.2.3 Vliv pH na vytéznost extrakce methanolem

Z grafu 4 je patrné, ze extrakce oHA methanolem je nejucinngjsi pti pH 7 a pH 2, pti pH 9 je
extrakce méné Gcinna a pii pH 5 je vytéznost extrakce vyssich oHA daleko nejhorsi. Moznym
vysvétlenim muze byt precipitace vysSich oHA pii pH S a jejich odstranéni ze vzorku

centrifugaci. Vytéznost se pohybovala v rozmezi od 58 % do 111 %, vyjimkou byla extrakce

vysSich oHA pii pH 5.

Graf 4 Vliv pH na vytéZnost extrakce methanolem
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3.2.4 VIliv pH na separaci oligomeri kyseliny hyaluronové

Pro separaci oHA byla pouzita vicemodalni (mixed-mode) kolona Atlantis Premier BEH C18
AX (Waters, Milford, USA). Tato kolona kombinuje reverzni fazi (C18) spolu s aniontové-
vyménnym modem. Modifikatorem je alkylamin, ktery je pti pH niz$im nez jeho pKa (10,6)
kladn¢ nabity. Kolona pfi pH niz§im nez 7 zadrzuje anionty, retence se vzrustajicim pH
pozvolné klesa az do hodnoty pH mezi 7-8, v tomto rozmezi nastava prudky pokles retence

aniontu a zaroven vzrusta retence kationt [197].

Pravé hodnota pH urcuje, zda budou molekuly HA ionizovany. Pokud bude pH mobilni faze
vyssi nez pKa HA (3-4), budou karboxylové skupiny v molekule HA zaporn¢ nabité, coz
umozni jejich vétsi retenci na koloné, a tim i lepsi separaci na vySe zminéné vicemodalni

koloné.

Graf 5 Vliv pH na reten¢ni ¢as oligomeri kyseliny hyaluronové
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Z grafu 5 je patrné, ze s rostoucim pH mobilni faze vyznamné klesa retence OHA, coz je
v souladu s daty uvedenymi Vv publikaci Kadlecové a kol. [197]. Nejvyznamnéjsi je zména
zpH 4,5 na pH 5, a to zejména pro vyssi OHA. U pH 4,5 a pH 5 pievazuje konkavni trend, az
k HA12, naopak u pH 5,5 a pH 6 pfevazuje konvexni trend az k HA12. Niz§i oHA se na kolon¢
zadrzuji méné nez vyssi OHA, pravdépodobné Vv dusledku mensSiho poctu ionizovatelnych

karboxylovych skupin v molekule.



Graf 6 Vliv pH na selektivitu oligomeri kyseliny hyaluronové
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Cim vy$s§i pomér vysky a plochy piku, tim lepsi selektivita, a tim i u¢innost separace. Z grafu 6
vyplyva, ze vliv hodnoty pH mobilni faze na u¢innost separace je nevyznamny, nicméné nizsi

OHA jsou separovany 1épe nez vyssi oHA.

Na obrazku 10 je chromatograficky zaznam znazornujici vliv pH na retenci i selektivitu HA16.
Pouzita kolona a podminky separace jsou uvedeny v kapitole 2.8.

ATLANTIS AX 2.1x50MM, MP pH 6, 10mM NH4ACO
20072_STD_SATURATED_08 Sm (M. 1x2) pH6

pH 5.5 pH S pH 4.5

Obrazek 10 Vliv pH mobilni faze na separaci hexadekameru kyseliny hyaluronové
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3.25 VIliv koncentrace octanu amonného v mobilni fazi na separaci oligomert
kyseliny hyaluronové
Pii pH 5 jsou ionizovany nejen molekuly HA, ale i molekula octanu amonného. Koncentrace

octanu amonného v mobilni fazi tedy mtize vyznamné ovliviiovat nejen separaci oOHA, ale také

MS detekci.

Graf 7 Vliv koncentrace octanu amonného v mobilni fazi na reten¢ni ¢as oligomeri kyseliny hyaluronové

Retenc¢ni ¢as (min)
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Z grafu 7 je patrné, Ze s rostouci koncentraci octanu amonného v mobilni fazi rapidné klesa
retence OHA, coz je pravdépodobné zptisobeno tim, ze anionty octanu vytlacuji anionty HA
ziontovych vazeb kationti alkylaminu, podobné jako vV pfipadé jinych anionta [219].
Pti koncentraci octanu amonného 25 mmol/l je patrny konvexni trend. Nizs$i oHA se v kolon¢
zadrzuji obecné méné nez vyssi OHA, nebot’ obsahuji méné ionizovatelnych karboxylovych

skupin.

Oligomery HA16, HA18 a HA20 byly eluovany mobilni fazi s koncentraci octanu amonného
5 mmol/l jiz po Sesté minuté, tedy pfi sloZzeni mobilni fdze octan amonny a acetonitril (95:5,

V/v), ¢imz lze vysvétlit rychlejsi eluci a zaroven nahly narast selektivity (graf 8).
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Graf 8 Vliv koncentrace octanu amonného v mobilni fazi na selektivitu oligomert kyseliny hyaluronové

Vyska/plocha
(78]
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—o— 5 mmol/l —e— 10 mmoll 25 mmol/l

Cim vyssi je pomér mezi vyskou a plochou piku, tim je lepsi selektivita a i&innost separace.
Z grafu 8 je patrné, ze vliv koncentrace octanu amonného v mobilni fazi na Gi¢innost separace
je pomérné vyznamny. Pti vys$§i koncentraci octanu amonného v mobilni fazi jsou analyty 1épe
separované, coz ziejme souvisi s niz8i retenci OHA. Nizs§i OHA jsou separovany obecné 1épe

nez vys$si oHA.

Na obrazku 11 je uveden chromatograficky zaznam HA10, kde je patrny vliv koncentrace
octanu amonného v mobilni fazi na retenci i selektivitu HA10. Pouzita kolona a podminky

separace jsou uvedeny v kapitole 2.8.

200879” OHA4 7: MRM of 2 Channels ES-

25 mmol/l 10 mmol/1 5 mmol/l TIC (HA10 AN 2-)
O
0= Time

050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Obrazek 11 VIiv koncentrace octanu amonného v mobilni fazi na separaci dekameru kyseliny
hyaluronové
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3.3 Analytické parametry UPLC-MS metody pro stanoveni vybranych
oligomertu kyseliny hyaluronové

3.3.1 Linearita

Linearita se posuzuje korelacnim koeficientem (R), ¢im vic se blizi jedné, tim vice je kalibra¢ni
ptimka spolehliva. Linearita byla urcena pro oligomery AHA8 a AHA16 pfi 14 hladinach,
véetné slepého vzorku, méfeni bylo provedeno v triplikatu (véetné extrakce) a pii vSech tiech
méfenich bylo dosazeno velmi uspokojivych hodnot korela¢nich koeficientd uvedenych
v tabulce 11. Kalibra¢ni fada byla linearni v celém rozmezi testovanych koncentraci u obou

OHA, coz je znazornéno v grafu 9.

Tabulka 11 Hodnoty korelaénich koeficienti kalibra¢nich k¥ivek vybranych nenasycenych oligomeri
kyseliny hyaluronové

AHAS AHA16
1. méfeni 0,9992 0,9998
2. méfeni 0,9987 0,9980
3. méfeni 0,9991 0,9991

Graf 9 Kalibraé¢ni k¥ivky stanoveni vybranych nenasycenych oligomeri kyseliny hyaluronové (1. méfeni)
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3.3.2 Spravnost

Spravnost neboli odchylka namétfené hodnoty od té skuteéné odhaluje nahodnou a soustavnou
chybu méfeni, zde je vyjadiena relativni chybou v procentech. Odchylka by neméla piekrodit
15 % a pro dolni limit kvantifikace (LLOQ) 20 %. Spravnost byla urcena pro oligomery AHA8

a AHA16 zpéti extrakei pfi tfech riznych koncentracich. Stanoveni bylo provedeno

Vv triplikatu. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulkach 12 a 13.

Tabulka 12 Spravnost metody stanoveni nenasyceného oktameru kyseliny hyaluronové

o¢ekavana koncentrace | pomér ploch pikti | naméfena koncentrace | odchylka
(ng/ml) AHAB8/HAS8 (ng/ml) (%)
0,1836 23,7 -5
0,185 24,5 -2
25 0,1783 20,6 18
0,1918 28,5 14
0,1562 7,5 -70
0,2234 47,2 -6
0,2155 42,6 -15
50 0,1943 30,0 40
0,2168 43,3 -13
0,2169 43,4 -13
0,3511 122,6 23
0,3194 103,9 4
100 0,3502 1221 22
0,2996 92,2 -8
0,3183 103,3 3

V tabulce 12 jsou zvyraznény odchylky, které nespliiuji podminku 20 %. Po vylouceni téchto

odlehlych hodnot by teoreticky mohl byt odhadnut LLOQ pro AHA8 na 25 ng/ml.
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Tabulka 13 Spravnost metody stanoveni nenasyceného hexadekameru Kkyseliny hyaluronové

o¢ekavana koncentrace | pomér ploch pikdi | naméfena koncentrace | odchylka
(ng/ml) AHA16/HA16 (ng/ml) (%)
0,0311 38,0 52
0,0798 60,9 144
25 0,0108 28,4 13
0,0349 39,7 59
0,0082 27,2 9
0,0709 56,7 13
0,049 46,3 -7
50 0,0613 52,2 4
0,0566 50,0 0
0,0589 51,0 2
0,1502 94,0 -6
0,1454 91,7 -8
100 0,1501 94,0 -6
0,1126 76,3 -24
0,1057 73,1 i

Pfi stanoveni vy$Sich oHA byla ziskdna niz$i intenzita a zaroven niz§i U¢innost separace
pii stejnych koncentracich v porovnani s niz§imi oHA. Vysledkem jsou horsi analytické

parametry metody.

V tabulce 13 jsou zvyraznény odchylky, které nespliuji podminku 20 %. Pro koncentraci
25 ng/ml AHA16 byly 3z5 naméfenych hodnot odlehlé smérem k vy$§im hodnotam.
Po vylouceni 2 z 5 odlehlych hodnot u koncentrace 100 ng/ml by teoreticky mohl byt odhadnut
LLOQ pro AHA16 na 50 ng/ml.
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3.3.3 Presnost

Ptesnost neboli mira shody vysledki z vétSiho poctu meéfeni zavisi pouze na rozdéleni

nahodnych chyb, je vyjadifena variaénim koeficientem (CV) v procentech. Hodnota CV by

nem¢la presdhnout 15 %. Ptesnost byla urcena pro stanoveni AHA8 a AHAL6 z péti extrakei

pfi tiech riznych koncentracich. Cely experiment byl proveden v triplikatu. Ziskané vysledky

jsou uvedeny v tabulkach 14 a 15.

Tabulka 14 Piesnost metody pro stanoveni nenasyceného oktameru kyseliny hyaluronové

odekéavana koncentrace
(ng/ml)

naméfena koncentrace
(ng/ml)

primérna
hodnota

smeérodatna
odchylka

variaéni
koeficient
(%)

25

23,7

24,5

20,6

28,5

7,5

21,0

8,0

38

50

47,2

42,6

30,0

43,3

43,4

41,3

6,6

16

100

122,6

103,9

1221

92,2

103,3

108,8

13,2

12

V tabulce 14 jsou zvyraznéné hodnoty variacnich koeficientt, které nespliiuji podminku 15 %,

tato podminka je splnéna pouze pro koncentraci 100 ng/ml. Horsi piesnost vSak byla zptisobena

zejména dvéma odlehlymi hodnotami, po vylou€eni téchto odlehlych hodnot (zvyraznéné

u koncentrace 25 a 50 ng/ml) se presnost vyrazn¢ zlepsi, ¢imz bude splnéna podminka 15 %

pro vSechny koncentrace.
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Tabulka 15 Presnost metody pro stanoveni nenasyceného hexadekameru Kkyseliny hyaluronové

o¢ekavana naméfena koncentrace | primérna | smérodatna varia¢ni
koncentrace (ng/ml) (ng/ml) hodnota odchylka koeficient
(%)

38,0
60,9
25 28,4
39,7 38,8 13,5 35
272
56,7
46,3
50 52,2
50,0 51,2 37 7
51,0
94,0
91,7
100 94,0
76,3 85,8 10,3 12
731

v

niz$i UCinnost separace V porovnani se stanovenim nizSich OHA, vysledkem je pak horsi

pfesnost, zejména pii nizSich koncentracich.

V tabulce 15 je zvyraznéna hodnota variaéniho koeficientu, ktera nespliuje podminku 15 %

pouze pro koncentraci 25 ng/ml. Pro ostatni testované koncentrace je tato podminka splnéna.
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3.3.4 Celkové zhodnoceni analytickych parametri metody stanoveni vybranych
oligomeri kyseliny hyaluronové

Urcovani parametri metody bylo nejprve provadéno jesté pro nizsi koncentrace oHA (10, 25 a

50 ng/ml), ovSem s neuspokojivymi vysledky, proto byly analytické parametry metody

urcovany pii vyssich koncentracich (25, 50 a 100 ng/ml).

V delsim ¢asovém horizontu analyz klesala citlivost, selektivita a dochazelo ke zna¢nému
narustu Sumu zakladni linie, coz znesnadnovalo integraci ploch pikli. Podrobnéji budou tyto

problémy, v¢etné aplikovanych feseni diskutovany v kapitole 3.6.

3.3.5 Stabilita oligomeri kyseliny hyaluronové
Byla ovétovana stabilita OHA ve vzorcich obsahu GIT mysi uchovavanych pfi teploté -80 °C

po dobu 1 mésice. Bylo zjisténo, ze nedoslo k vyznamné degradaci oHA.

3.3.6 Prikaz oligomeri kyseliny hyaluronové v moci
Pro zjisténi vyskytu oHA v moci byla analyzovana mo¢ mysi, kterym byla pted odebranim

vzorku podana vysokomolekularni HA. V mo¢i mysi nebyly oHA danou metodou detegovany.
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3.4 Analyza uhlikem 2C znaéenych nenasycenych oligomera hyaluronanu

ve vzorcich gastrointestinalniho traktu mys$i po podani uhlikem *C
znacené Kkyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 15 a 1562 kDa

pro ucely studia farmakokinetiky kyseliny hyaluronové

Jak jiz bylo uvedeno vyse, nebyla moznost pouzit uhlikem **C zna¢ené standardy pro viechny
analyzované oHA, proto byly pro kvantifikaci pouzity nativni 0HA, na jejichz isotopickou
distribuci byl upraven naméfeny signal podle jiz zminéného vzorce. Pro analyzu *C-AHA2 byl
pouzit uhlikem *C znageny standard, proto mohl byt C-AHA2 kvantifikovan piimo,
bez korekce na isotopickou distribuci. Vypocetni parametry pro kvantifikaci vybranych oHA,

véetné korela¢nich koeficientd, jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16 Vypo¢etni parametry z kalibraénich k¥ivek nativnich oligomeri

Zaludek AHAZ2 AHAS AHA10 AHA12 AHA14 AHAL6
smérnice 6,031E+02 | 3,214E-04 | 1,006E-04 | 4,811E-05 | 5,483E-05 | 2,244E-04
usek 1,278E+04 | -6,819E-05 | 3,106E-03 | 3,182E-04 | 3,608E-05 | 5,105E-03
R? 9,952E-01 | 9,975E-01 | 9,927E-01 | 9,945E-01 | 9,941E-01 | 9,959E-01
tenké stfevo AHA2 AHAS8 AHA10 AHA12 AHA14 AHAL6
smérnice 6,926E+02 | 2,427E-05 | 1,136E-05 | 2,315E-06 | 3,256E-06 | 1,239E-05
usek 9,741E+03 | 4,497E-03 | 2,574E-03 | 9,064E-04 | 6,307E-04 | 1,699E-03
R? 9,921E-01 | 9,936E-01 | 9,703E-01 | 9,658E-01 | 9,707E-01 | 9,819E-01
apendix AHAZ2 AHAS AHAL0 AHA12 AHA14 AHAL6
smérnice 5,775E+02 | 1,693E-04 | 6,822E-05 | 2,097E-05 | 2,298E-05 | 1,097E-04
usek 4,283E+03 | -1,613E-03 | 8,133E-04 | -1,035E-04 | 1,064E-03 | 1,428E-03
R? 9,993E-01 | 9,921E-01 | 9,920E-01 | 9,713E-01 | 9,956E-01 | 9,940E-01
tlusté stfevo AHA2 AHAS8 AHA10 AHA12 AHA14 AHAL6
smérnice 5,775E+02 | 1,304E-04 | 6,038E-05 | 3,249E-05 | 4,739E-05 | 1,617E-04
usek 4,283E+03 | -2,379E-03 | 1,477E-03 | 5,707E-04 | -1,822E-03 | -9,430E-03
R? 9,993E-01 | 9,987E-01 | 9,927E-01 | 9,954E-01 | 9,967E-01 | 9,928E-01
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3.4.1 Stanoveni hladin uhlikem *C znaéenych oligomert hyaluronanu v obsahu
Zaludku mysi
Jak je patrné z grafu 10 a 11, tak ve vzorcich obsahu zaludku mysi BALB/C po podani HA
0 molekulové hmotnosti 15 kDa bylo nalezeno celé spektrum sledovanych nenasycenych oHA.
Nejvyssi koncentrace OHA byly naméteny ve vzorcich, které byly odebrany po 6 hodinach
od podani HA. V porovnani s vy$§imi OHA byly namé&feny fadové vyssi koncentrace dimeru
HA (13 pg/g) s vrcholem 4 hodin po podani HA. Po pfepo¢tu na procentualni mnozstvi podané
davky byly nejvyssi hodnoty zaznamenany u vSech oHA po 4 hodinach od podani. To je dano

rozdilnym mnozstvim odebraného obsahu zaludku.

Graf 10 Zména hladiny vybranych oligomeri hyaluronanu v obsahu Zaludku mysi po podani kyseliny
hyaluronové o molekulové hmotnosti 15 kDa
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Graf 11 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu Zaludku mysi po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 15 kDa (procentuilni mnoZzstvi davky)
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Jak je patrné z grafu 12 a 13, tak ve vzorcich obsahu zaludku mysi BALB/C po podani HA
0 molekulové hmotnosti 1562 kDa bylo opét nalezeno celé spektrum sledovanych
nenasycenych OHA. Nejvyssi koncentrace oHA byly naméfeny ve vzorcich, které byly
odebrany po 2, 4 a 6 hodinach od podani HA. V porovnani s vy$§imi oHA byly naméfeny
fadové vyssi koncentrace dimeru HA (22 pg/g) s vrcholem 6 hodin od podani HA. Po piepoctu
na procentualni mnozstvi podané davky je charakter vysledkii podobny, mirna odli$nost je
zpisobena rozdilnym mnozstvim odebranych vzorkl. U skupiny mysi, kterym byla podavana
HA o molekulové hmotnosti 1562 kDa byla zaznamenana témét dvojnasobné vyssi koncentrace
dimeru HA v obsahu zaludku oproti prvni skuping, které byla podavana HA o molekulové
hmotnosti 15 kDa, naopak u této skupiny byly naméfeny téméi dvojnasobné vyssi koncentrace

ostatnich sledovanych oHA.
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Graf 12 Zména hladiny vybranych oligomeri hyaluronanu v obsahu Zaludku mysi po podani kyseliny
hyaluronové o molekulové hmotnosti 1562 kDa
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Graf 13 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu Zaludku mysi po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 1562 kDa (procentualni mnoZstvi davky)
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3.4.2 Stanoveni hladin uhlikem *C znaéenych oligomert hyaluronanu v obsahu
tenkého stfeva mySi

Jak je patrné z grafu 14 a 15, tak ve vzorcich obsahu tenkého stieva mysi BALB/C po podani
HA 0 molekulové hmotnosti 15 kDa bylo nalezeno celé spektrum sledovanych nenasycenych
oHA. Nejvyssi koncentrace oHA byly naméieny ve vzorcich, které byly odebrany
po 6 hodinach od podani HA. Hladina dimeru HA zde fadové neptfevysuje hladinu ostatnich
oHA. Po pfepoCtu na procentudlni mnozstvi podané davky je charakter vysledki témér
identicky.

Graf 14 Zména hladiny vybranych oligomeri hyaluronanu v obsahu tenkého stfeva mysi po podani
kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 15 kDa
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Graf 15 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu tenkého stfeva mysi po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 15 kDa (procentuilni mnoZstvi davky)
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Jak je patrné z grafu 16 a 17, tak ve vzorcich obsahu tenkého stieva mysi BALB/C po podani
HA o molekulové hmotnosti 1562 kDa bylo nalezeno celé spektrum sledovanych nenasycenych
oHA, AHA8 a AHA10 vsak jen ve velmi nizkych koncentracich. Nejvys$si koncentrace byly
naméfeny po 1. a 6. hodin€ od podani HA. Hladina dimeru HA zde fadové neptevySuje hladinu
ostatnich oHA. Nejvyssi koncentrace AHA12 a AHA14 byla nalezena jiz po 1. hoding od podani
HA. To Ize vysvétlit individualitou v rychlosti traveni, nebot’ vzorky odebrané v riiznych ¢asech
pochézi od riznych mysi. Po pfepoctu na procentualni mnozstvi podané davky je charakter
vysledki podobny. U skupiny mysi, kterym byla poddna HA o molekulové hmotnosti
1562 kDa, byla zaznamenana nasobné nizsi koncentrace oHA v porovnani se skupinou mysi,
kterym byla podana HA o molekulové hmotnosti 15 kDa. Dimer HA ani v jedné skupiné mysi

nedominoval, na rozdil od obsahu V ostatnich ¢astech traviciho traktu.
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Graf 16 Zména hladiny vybranych oligomert hyaluronanu v obsahu tenkého sti‘eva mysi po podani
kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 1562 kDa
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Graf 17 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu tenkého stfeva mysi po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 1562 kDa (procentualni mnozstvi davky)
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3.4.3 Stanoveni hladin uhlikem *C znaéenych oligomert hyaluronanu v obsahu
apendixu mysi
Jak je patrné z grafu 18 a 19, tak ve vzorcich obsahu apendixu mysi BALB/C po podani HA
0 molekulové hmotnosti 15 kDa bylo nalezeno celé spektrum sledovanych nenasycenych oHA.
Nejvyssi koncentrace oHA byly namétfeny ve vzorcich, které byly odebrany po 2 hodinach
od podani HA. V porovnani s vy$§imi oHA byly naméfeny fadové vyssi koncentrace dimeru
HA (13 pg/g) s vrcholem 4 hodin od podani HA. Po pfepo¢tu na procentualni mnozstvi podané
davky jsou vysledky podobné, mirnd odlisnost je ddna rozdilnym mnozstvim odebrané¢ho

vzorku.

Graf 18 Zména hladiny vybranych oligomeri hyaluronanu v obsahu apendixu mysi po podani kyseliny
hyaluronové o molekulové hmotnosti 15 kDa
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Graf 19 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu apendixu mysi po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 15 kDa (procentuilni mnoZstvi davky)
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Jak je patrné z grafu 20 a 21, tak ve vzorcich obsahu apendixu mysi BALB/C po podani HA
0 molekulové hmotnosti 1562 kDa bylo nalezeno celé spektrum sledovanych nenasycenych
oHA. Nejvyssi koncentrace oHA byly naméfeny ve vzorcich, které byly odebrany po 2 a
4 hodinach od podani HA. V porovnani s vySsimi OHA byly naméfeny tadové vyssi
koncentrace (70 ug/g) dimeru HA svrcholem 4hodin od podani HA. Po pifepoctu
na procentualni mnozstvi podané davky je charakter vysledki podobny, mirna odliSnost je dana
rozdilnym mnozZstvim odebraného vzorku. U skupiny mysi, kterym byla podiana HA
0 molekulové hmotnosti 1562 kDa, byla zaznamendna az pétindsobné vyssi koncentrace
dimeru HA v obsahu apendixu v porovnani se skupinou, které byla podana HA o molekulové
hmotnosti 15 kDa, naopak u této skupiny byly zaznamenany az trojnasobné vyssi koncentrace

ostatnich sledovanych oHA.
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Graf 20 Zména hladiny vybranych oligomeri hyaluronanu v obsahu apendixu mysi po podani kyseliny
hyaluronové o molekulové hmotnosti 1562 kDa
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Graf 21 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu apendixu mysi po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 1562 kDa (procentuilni mnoZzstvi davky)
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3.4.4 Stanoveni hladin uhlikem *C znaéenych oligomert hyaluronanu v obsahu
tlustého stifeva mySi
Jak je patrné z grafu 22 a 23, tak ve vzorcich obsahu tlustého stieva mysi BALB/ po podani HA
o molekulové hmotnosti 15 kDa bylo nalezeno celé spektrum sledovanych nenasycenych oHA.
Nejvyssi koncentrace oHA byly naméfeny ve vzorcich, které byly odebrany po 4 a 6 hodinach
od podani HA. V porovnani s vy$§imi oHA byly naméfeny fadové vyssi koncentrace (24 ug/g)
dimeru HA s vrcholem 4 hodin od podani HA. Po pfepoc¢tu na procentualni mnozstvi podané
davky jsou vysledky podobné, li§i se vSak v maximdlni koncentraci AHA12, kterd byla
dosazena po 2 hodinach od podani HA. Tato odliSnost je dana rozdilnym mnozstvim

odebraného vzorku.

Graf 22 Zména hladiny vybranych oligomert hyaluronanu v obsahu tlustého stifeva mysi po podani
kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 15 kDa
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Graf 23 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu tlustého stfeva mys$i po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 15 kDa (procentuilni mnoZzstvi davky)
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Jak je patrné z grafu 24 a 25, tak ve vzorcich obsahu tlustého stieva mysi BALB/C po podani
HA o molekulové hmotnosti 1562 kDa bylo nalezeno celé spektrum sledovanych nenasycenych
oHA. Nejvyssi koncentrace oHA byly naméfeny ve vzorcich, které byly odebrany 4. hodinu
od podani HA. V porovnani s vy$§imi oHA byly naméfeny fadové vyssi koncentrace (60 pg/g)
dimeru HA s vrcholem 4 hodin od podani HA. Z grafu 24 je patrné, ze hladina AHA12 je vyssi
po 24 hodinidch nez po 6 hodindch od poddni HA. Toto lze opét vysvétlit individualitou
Vv traveni jednotlivych mysi, nebot’ vzorky odebrané v rGznych casech od podani HA jsou
od riznych mysi. Po pfepoctu na procentualni mnozstvi podané davky je charakter vysledki
podobny. U skupiny mysi, kterym byla podana HA o molekulové hmotnosti 1562 kDa, byla
zaznamenana skoro trojndsobné vys$si koncentrace dimeru HA v obsahu tlustého stfeva
V porovnani se skupinou, které byla poddvana HA o molekulové hmotnosti 15 kDa. Ostatni

sledované oHA se v hladinach vyznamné neliSily.

84



Graf 24 Zména hladiny vybranych oligomeri hyaluronanu v obsahu tlustého stfeva mysi po podani
kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 1562 kDa
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Graf 25 Vybrané oligomery hyaluronanu v obsahu tlustého stfeva mysi po podani kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 1562 kDa (procentualni mnoZzstvi davky)
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3.4.5 Shrnuti vysledki ziskanych pri stanoveni hladin jednotlivych uhlikem 13C
znacenych oligomeri hyaluronanu v obsahu traviciho traktu myS$i po
podani uhlikem '3C znadené kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti
15 a 1562 kDa

U skupiny mysi, kterym byla podavana HA o molekulové hmotnosti 1562 kDa byly nalezeny

nasobné vyssi hladiny dimeru oproti skupiné mysi, kterym byla podavana HA o molekulové

hmotnosti 15 kDa, konkrétné v obsahu Zaludku (bezmala dvojnasobna), apendixu (vice nez
petindsobnd) a tlustém stfeveé (bezmala trojnasobna). Naopak u skupiny, které byla podavana

HA o molekulové hmotnosti 1562 kDa byla nalezena nasobn¢ nizsi hladina stiednich a vyssich

OHA v porovnani se skupinou, které byla podavana HA o molekulové hmotnosti 15 kDa.

Konkrétné v obsahu zaludku, apendixu a tlustého stfeva byla hladina stfednich a vyssich oHA

srovnatelnd u obou skupin mysi. Vyjimkou byl obsah tenkého stfeva, ve kterém nebyly

nalezeny zvysené koncentrace dimeru HA ani u jedné ze skupin. Naopak byly v obsahu tenkého
stfeva nalezeny nasobné vyssi koncentrace stfednich a vyssich oHA v porovnani s obsahem
ostatnich Casti traviciho traktu, zejména skupiny mysi, kterym byla podana HA o molekulové
hmotnosti 15 kDa. Po pfepoétu na procentualni mnozstvi podané davky HA je odlisnost
vysledkli dana riznym mnoZstvim odebranych vzorkd obsahu GIT. Kompletni ziskana data

jsou uvedena v tabulkach 17 a 18.
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3.5 Diskuse

Byla vyvinuta pomérné spolehliva, citliva a selektivni metoda UPLC-MS pro analyzu oHA,
kterou lze aplikovat pro priikkaz a stanoveni hladin oHA v riznych biologickych vzorcich.
Piivyvoji metody jsme se potykali s nékolika komplikacemi, zejména komplikacemi
se separaci oOHA. Castym problémem bylo rozmyvani pikti zejména vyssich oHA, ale také nizsi
citlivost, rozliSeni a posun retenénich ¢ast. Podstatné sniZeni citlivosti, zejména u vyssich oHA,
bylo zpusobeno neadekvatnim rozliSenim detektoru (trojity kvadrupol). Pii kontrole rozliSeni
totiz detekce vétsinou neprobihala pfi maximalni odezve€. Pro optimdlni citlivost je nutné, aby
detekce probihala pii maximalni odezvé. Proto bylo nutno piistroj kalibrovat tak, aby se
vyrazné zlepsila citlivost detekce analyzovanych latek. S rostoucim po¢tem nastiik na kolonu
se kolona postupné zanasela a dochazelo k znaénému nartstu Sumu, rozmyvani pikd a dokonce
I k posunu reten¢nich ¢asti v disledku az dvojnasobného nartistu tlaku uvnitt kolony. Tyto
skute¢nosti postihuji analyzu zejména vysSich oHA. Naobrazku 12 je zobrazeno nékolik
chromatografickych zdznamu separace HA16 v zavislosti na poctu nasttikd, patrny je zejména
vliv poctu nastiikll na retencni Cas a selektivitu HA16. Pouzita kolona a podminky separace

jsou uvedeny v kapitole 2.8.

ATLANTIS AX 2.1x50MM, Blank H20
200901_doHA_STD_01
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Obrazek 12 Vliv poétu nastfikia na separaci hexadekameru Kyseliny hyaluronové

Z dvodu malého mnozstvi odebraného vzorku nebyly vzorky pied analyzou filtrovény,
nicméné byl zafazen in-line pfedkolonovy filtr (S porozitou 0,2 um). Filtry se pomérné brzy

zanasely a byly pomérné ¢asto ménény. Problém se separaci vyssich oHA jsme se pokouseli
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vyfesit vyuzitim ochranné kolonky umisténé pied analytickou kolonu, k vyznamnému zlepseni
separace vSak nedoslo. Vyskytl se i problém s posunem retencnich Casi, at’ jiz v disledku
zaneseni samotné ochranné kolonky nebo v dasledku pfili§ pevného utazeni spoje kapilary
ke koloné. Analyt se tak do kolony nedostaval rovnomérné, po mirném uvolnéni spoje doslo
Castetné ke zlepSeni. Pfi¢inou zanaSeni kolony Atlantis Premier BEH C18 AX je
pravdépodobné adheze analytu na kovové ¢asti kolony. Vétsina kovl je na povrchu potazena
vrstvickou oxidu, ve které maji ionty kovu kladné oxidacni Cislo, jsou elektron deficientni.
Mnoho analytd vSak obsahuje funk¢ni skupiny bohaté na elektrony, napi. fosfaty c¢i
karboxylové skupiny mohou tedy adsorbovat k povrchu kolony. Tyto interakce jsou tim
del$im nez 10 monomert jsou témito interakcemi jiz vyznamné ovlivnény, nebot’ na kazdou
jednotku disacharidu pfipada jedna karboxylova skupina. Vysledkem mize byt Spatny tvar
piku, vyznamné ztraty analytu a kvantitativni neptesnosti [220]. Efektivnim zptisobem, jak
ptedejit vySe popsanym interakcim, je promyti kolony kyselinou fosfore¢nou [221]. Kyselina
fosfore¢na pravdépodobné vyvazuje adsorbované latky z kovovych casti kolony a zaroveil
vytvaii na kovovém povrchu ochrannou vrstvicku zabramujici opétovné adsorpci latek, tento
efekt trva pomérné dlouho. Nutno podotknout, ze se nejedna pouze o proplach kolony, ale také
ventilt a ESI kapilar. Do hmotnostniho spektrometru se pro svou silnou iontovou aktivitu
kyselina fosforecna nesmi dostat, coZ je také dlivodem, pro¢ se nepouZzivaji v mobilnich fazich
fosfatové pufry [221]. Na obrazcich 13-17 jsou zobrazeny chromatografické zaznamy separace
OHA pied a po promyti vySe zminénych Casti piistroje smési kyseliny fosforecné a acetonitrilu.
Pouzita kolona a podminky separace vSech chromatografickych zaznamu jsou uvedeny
v kapitole 2.8. Pfi porovnani téchto chromatografickych zaznami je patrny pomérné zasadni
vliv tohoto promyvaciho kroku na separaci oHA. Jedna se zejména o rozdily v reten¢nich
Casech a ucinnosti separace. Nejvyznamnéjsi rozdily byly zaznamenany u vyssich oHA, naopak
u nizSich oHA byly rozdily méné vyznamné. Také bylo zaznamenédno zvySeni citlivosti aZz

0 jeden tad.
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ATLANTIS AX 2.1x50MM, STD OHA 1 UGINL, after H3PO4 flush
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Obrazek 13 Vliv promyti na separaci eikosameru kyseliny hyaluronové

ATLANTIS AX 2.1x50MM, STD OHA 1 UG/ML
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Obrazek 14 Vliv promyti na separaci hexadekameru kyseliny hyaluronové
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ATLANTIS AX 2.1x50MM, STD OHA 1 UG/ML
200619 OHA STD 07
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Obrazek 15 Vliv promyti na separaci dodekameru kyseliny hyaluronové

ATLANTIS AX 2.1x50MM, STD OHA 1 UG/ML
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Obrazek 16 Vliv promyti na separaci dekameru Kkyseliny hyaluronové
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ATLANTIS AX 2.1x50MM, STD OHA 1 UG/ML
200619 OHA STD 07
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Obrazek 17 Vliv promyti na separaci oktameru Kkyseliny hyaluronové
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4 ZAVER

Kyselina hyaluronova je nevétveny nesulfatovany heteropolysacharid, ktery ma vyjimeéné
fyzikalné-chemické vlastnosti, jako jsou biokompatibilita, biodegradabilita, mukoadhezivita,
hygroskopicita ¢i viskoelasticita. HA je velmi dilezita slozka zejména Vv extracelularnim a
pericelularnim prostoru, kde ptsobi zaroven jako strukturalni i signalni molekula. Tyto
mechanismy pusobeni jsou siln¢ zavislé na molekulové hmotnosti HA. Za ucelem zlepSeni
fyzikalné-chemickych vlastnosti HA nebo farmakokinetickych parametrii nékterych 1éka je
mozno HA chemicky modifikovat. Vyjimecné vlastnosti, biologické funkce a moznosti
modifikaci HA jsou divodem Sirokého vyuziti naptiklad ve farmacii, pti 1é€bé rakoviny, hojeni
ran, v oftalmologii, artrologii, pneumologii, rhinologii, estetické mediciné a kosmetice nebo
také pii vyrobé skafoldi. Stanoveni hladin HA v séru mize byt vyuzito také v diagnostice
nékterych onemocnéni, veetné rakoviny. Jelikoz se hladiny HA v séru pohybuji v fadech
nanogrami, musi byt metody pro stanoveni této latky dostateéné citlivé, a vzhledem

ke komplexnosti biologickych vzorku, ve kterych se HA vyskytuje, také specifické.

Piiprava vzorku pied vlastni analyzou HA zahrnuje izolaci a purifikaci. Samotné stanoveni HA
je mozno provést mnoha riznymi metodami. Nové kolorimetrické metody dosahuji citlivosti
az 0,3 mg/ml a opakovatelné kvantifikace v rozmezi 3-2000 mg/l. Tyto metody jsou levné,
rychlé a vhodné pro stanoveni celkového obsahu HA ve vétsich sériich vzorkt, ale jsou malo
citlivé oproti jinym metodam [177]. ELISA-like metody jsou dostate¢né citlivé a specifické,
v sendvi¢ovém usporadani dosahuji citlivosti az 0,05 ng, v kompetitivnim uspotadani prakticky
nejsou omezeny molekulovou hmotnosti HA, avsak jsou finan¢né a ¢asové naro¢né, samotna
analyza trva n&kolik hodin. Metoda AlphaScreen® dosahuje citlivosti 0,08-4 ng a opakovatelné
kvantifikace v rozmezi 30-1600 ng/ml [194]. Vyborné citlivosti (0,5 ng/ul) 1ze dosahnout také
metodou CE s fluorescenéni detekci [188]. Metody UPLC-MS jsou velmi citlivé a specifické a
podavaji cenné informace o struktuie, jsou vSak vhodné pro analyzu oHA asi po 20-mer
Vv zéavislosti na typu metody. Pro separaci oHA jsou vyuZzivané zejména metody HILIC nebo
modifikované RPLC. Dle potieby je mozno zaradit také depolymerizaci a derivatizaci [68].
Derivatizaci HA je mozno dosahnout vyborné citlivosti, napfiklad limit detekce metody RPLC-
MS pro stanoveni AMAC derivati HA je 0,1 ng [196, 198] Casova narocnost je dana jednak
ptipravou vzorku k analyze a jednak dobou separace, ktera se pohybuje v rozmezi 7-60 minut
[68]. Kratsi ¢as separace je na ukor nizsi citlivosti, pro analyzu vétsich sérii vzorki je tfeba

zvolit kompromis rychlé separace a dostatecné citlivosti.
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V ramci experimentalni ¢asti byla vyvinuta pomérné spolehliva, citliva a selektivni metoda
pro stanoveni OHA Vv biologickych vzorcich. Tato metoda zahrnuje tGpravu vzorku extrakci
methanolem, separaci analytd metodou UPLC s online ESI-MS detekci (trojity kvadrupol).
Doba ptipravy vzorku k analyze trva asi 3 hodiny, analyty jsou dostateéné separovany béhem
8 minut. Byla testovana vytéznost extrakce OHA pro jednotlivé matrice, testovan vliv pH a
mnozstvi matrice na vytéznost extrakce. Dale byl testovan vliv pH a koncentrace pufru
v mobilni fazi na separaci oHA. Byl ovéfen rozsah linearity, spravnost a piesnost metody
pro AHA8 a AHA16, s ohledem na velky rozptyl naméfenych hodnot byl odhadnut LLOQ
pro AHA8 (25 ng/ml) a AHA16 (50 ng/ml). Také byla ovéiena stabilita OHA ve vzorcich
traviciho traktu mysi uchovavanych pti -80 °C. Zavedena metoda byla vyuzita pro stanoveni
OHA v realnych vzorcich gastrointestinalniho traktu mysi (obsahu zaludku, tenkého stfeva,
apendixu a tlustého stieva) pro ucely studia farmakokinetiky HA o molekulové hmotnosti
15 kDa a 1562 kDa.
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5 PRILOHY

Tabulka 17 Hladiny vybranych uhlikem *C znaéenych oligomeri hyaluronanu v obsahu jednotlivych
&asti traviciho traktu mysi po pod4ni uhlikem *C znaéené kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti

15 a 1562 kDa

15 kDa HA Zaludek; primér koncentraci (ug/g) Zaludek; smérodatné odchylky koncentraci (ng/g)
doba pisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHAI2 AHA14 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 1,17 0,01 0,00 0,21 0,12 0,03 1,91 0,02 0,00 0,21 0,08 0,06
2 191 0,04 0,00 0,30 0,20 0,08 1,66 0,04 0,00 0,22 0,15 0,07
4 13,34 0,17 0,06 0,38 0,31 0,16 19,76 0,23 0,11 0,26 0,19 0,21
6 8,51 0,25 0,15 0,83 0,74 0,46 3,29 0,21 0,25 0,51 0,43 0,43
24 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
1562 kDa HA Zaludek; primér koncentraci (ug/g) Zaludek; smérodatné odchylky koncentraci (ng/g)
doba pisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHAI2 AHA14 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 0,16 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 5,67 0,06 0,00 0,21 0,26 0,12 8,13 0,00 0,00 0,19 0,30 0,19
4 2,59 0,09 0,06 0,33 0,21 0,34 3,76 0,11 0,00 0,49 0,22 0,59
6 22,40 0,30 0,01 0,25 0,13 0,02 16,10 0,11 0,00 0,21 0,10 0,04
24 0,00 0,00 0,00 0,04 0,03 0,00 0,00 0,14 0,11 0,00 0,02 0,00
15 kDa HA tenké stfevo; pramér koncentraci (nug/g) tenké stievo; smérodatné odchylky koncentraci (ug/g)
doba pusobeni (h)| AHA2 = AHA8 AHAI0 AHA12 AHAl4 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12
2 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,65 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 1,13
4 0,88 0,00 0,00 0,43 0,00 0,34 1,08 0,00 0,00 0,37 0,00 0,59
6 0,94 0,59 0,19 8,01 4,09 311 0,30 0,90 0,31 7,44 2,67 2,29
24 0,00 0,00 0,10 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00 0,43 0,00
1562 kDa HA tenké stievo; prumér koncentraci (ug/g) tenké stievo; smérodatné odchylky koncentraci (ug/g)
doba pusobeni (h)| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHA14 AHAI6| AHA2 AHA8 AHA10 AHAI12 AHAl14 AHAI6
1 0,00 0,00 0,00 3,58 1,05 0,00 0,00 0,00 0,00 6,21 1,32 0,00
2 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
6 1,86 0,00 0,00 1,86 0,34 1,44 1,40 0,00 0,00 1,66 0,39 2,49
24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,41 0,00
15 kDa HA apendix; primér koncentraci (ng/g) apendix; smérodatné odchylky koncentraci (ng/g)
doba pisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHA12 AHA14 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIl6
1 0,43 0,01 0,00 0,09 0,02 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,03 0,01
2 10,13 0,52 0,27 2,55 2,07 1,59 6,63 0,34 0,34 1,59 1,69 1,27
4 12,85 0,32 0,05 1,16 0,61 1,28 13,37 0,39 0,09 1,75 1,06 2,22
6 2,09 0,06 0,00 0,09 0,00 0,00 1,25 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00
24 0,00 0,01 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1562 kbDa HA apendix; primér koncentraci (ng/g) apendix; smérodatné odchylky koncentraci (ng/g)
doba pisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHAI2 AHA14 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 1,80 0,05 0,01 0,11 0,00 0,16 2,96 0,05 0,03 0,03 0,00 0,22
2 15,84 0,31 0,03 1,02 0,69 0,17 13,00 0,36 0,04 1,19 0,62 0,22
4 70,95 0,38 0,07 0,82 0,19 0,39 79,88 0,32 0,04 1,00 0,33 0,55
6 8,55 0,16 0,00 0,15 0,00 0,02 7,47 0,31 0,04 0,10 0,00 0,03
24 0,00 0,01 0,00 0,09 0,01 0,01 0,00 0,26 0,13 0,00 0,02 0,02
15 kDa HA tlusté stievo; prumér koncentraci (ng/g) tlusté stievo; smérodatné odchylky koncentraci (ng/g)
doba pisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHA12 AHA14 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 0,07 0,05 0,00 0,24 0,15 0,27 0,08 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00
2 7,87 0,20 0,04 1,79 0,63 0,72 6,31 0,15 0,04 0,77 0,49 0,39
4 23,62 0,49 0,10 1,85 0,72 0,84 14,09 0,28 0,17 2,24 0,94 0,93
6 6,32 0,45 0,19 1,84 1,07 1,44 6,74 0,62 0,33 2,69 1,46 2,03
24 0,00 0,05 0,00 0,85 0,16 0,27 0,00 0,00 0,00 0,74 0,03 0,00
1562 kDa HA tlusté stievo; primér koncentraci (ng/g) tlusté stievo; smérodatné odchylky koncentraci (ng/g)
doba pusobeni (h)| AHA2 = AHA8 AHAI0 AHA12 AHAl4 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 0,60 0,06 0,00 0,06 0,15 0,29 1,01 0,01 0,00 0,04 0,01 0,04
2 4,21 0,15 0,00 2,00 0,40 0,42 3,29 0,10 0,00 1,68 0,23 0,22
4 61,74 0,70 0,24 2,53 1,26 1,55 82,34 0,37 0,15 0,10 0,38 0,91
6 10,88 0,26 0,00 1,05 0,62 0,68 9,36 0,18 0,00 0,97 0,43 0,53
24 0,00 0,05 0,00 1,43 0,26 0,27 0,00 0,00 0,00 1,61 0,12 0,00
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Tabulka 18 Procentualni mnoZstvi vybranych uhlikem °*C znaéenych oligomeri hyaluronanu v obsahu
jednotlivych &asti traviciho traktu mysi po podani uhlikem *C znaéené kyseliny hyaluronové o
molekulové hmotnosti 15 a 1562 kDa

15 kDa HA Zaludek; primér vypocteného % davky Zaludek; smérodatné odchylky % davky
doba piisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHA12 AHA14 AHA16| AHA2 AHA8 AHA10 AHAI2 AHAl4 AHAI6
1 0,016% 0,000% 0,000% 0,003% 0,001% 0,000% | 0,027% 0,000% 0,000% 0,003% 0,001% 0,001%
2 0,047% 0,001% 0,000% 0,007% 0,005% 0,002% | 0,051% 0,001% 0,000% 0,007% 0,006% 0,002%
4 0,330% 0,005% 0,002% 0,012% 0,012% 0,005% | 0,474% 0,005% 0,003% 0,006% 0,013% 0,005%
6 0,081% 0,002% 0,001% 0,008% 0,007% 0,004% | 0,028% 0,002% 0,002% 0,004% 0,004% 0,004%
24 0,000% 0,000% 0,000% 0,001% 0,000% 0,000% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
1562 kba HA Zaludek; primér vypocteného % davky Zaludek; smérodatné odchylky % davky
doba piisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHA12 AHAl14 AHA16| AHA2 AHA8 AHA10 AHAI2 AHAl4 AHAILG6
1 0,010% 0,000% 0,000% 0,003% 0,000% 0,000% | 0,012% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
2 0,121% 0,001% 0,000% 0,005% 0,006% 0,002% | 0,170% 0,002% 0,000% 0,004% 0,006% 0,004%
4 0,097% 0,004% 0,003% 0,012% 0,006% 0,014% | 0,163% 0,006% 0,004% 0,021% 0,010% 0,024%
6 0,568% 0,008% 0,000% 0,007% 0,003% 0,001% | 0,452% 0,006% 0,001% 0,006% 0,002% 0,001%
24 0,000% 0,000% 0,000% 0,001% 0,001% 0,000% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
15 kDa HA tenké stfevo; prumér vypocteného % davky tenké stfevo; smérodatné odchylky % davky
doba pusobeni (h)| AHA2 = AHA8 AHAI0 AHA12 AHAl4 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,001% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,002%
2 0,003% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,022% | 0,003% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,038%
4 0,017% 0,000% 0,000% 0,010% 0,000% 0,006% | 0,018% 0,000% 0,000% 0,009% 0,000% 0,010%
6 0,026% 0,021% 0,007% 0,248% 0,122% 0,085% | 0,019% 0,034% 0,012% 0,298% 0,126% 0,073%
24 0,000% 0,000% 0,003% 0,000% 0,013% 0,000% | 0,000% 0,000% 0,006% 0,000% 0,013% 0,000%
1562 kDa HA tenké stievo; priumér vypocéteného % davky tenké stievo; smérodatné odchylky % davky
doba pusobeni (h)| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHA14 AHAI6| AHA2 AHA8 AHA10 AHAI12 AHAl14 AHAI6
1 0,000% 0,000% 0,000% 0,083% 0,026% 0,000% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,144% 0,029% 0,000%
2 0,003% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% | 0,004% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
4 0,001% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% | 0,001% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
6 0,050% 0,000% 0,000% 0,049% 0,009% 0,036% | 0,033% 0,000% 0,000% 0,043% 0,010% 0,063%
24 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,006% 0,000% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,010% 0,000%
15 kDa HA apendix; primér vypocteného % davky apendix; smérodatné odchylky % davky
doba pisobeni (h)| AHA2 AHA8 AHA10 AHA12 AHA14 AHAL16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAlI4 AHAIl6
1 0,009% 0,000% 0,000% 0,002% 0,000% 0,000% | 0,006% 0,000% 0,000% 0,000% 0,001% 0,000%
2 0,269% 0,014% 0,008% 0,068% 0,054% 0,044% | 0,173% 0,010% 0,011% 0,043% 0,040% 0,038%
4 0,325% 0,010% 0,002% 0,037% 0,020% 0,042% | 0,285% 0,013% 0,003% 0,058% 0,034% 0,072%
6 0,046% 0,001% 0,000% 0,002% 0,000% 0,000% | 0,026% 0,001% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
24 0,000% 0,000% 0,000% 0,003% 0,000% 0,000% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
1562 kbDa HA apendix; primér vypocteného % davky apendix; smérodatné odchylky % davky
doba piisobeni (h)| AHA2 = AHA8 AHA10 AHA12 AHAl14 AHA16| AHA2 AHA8 AHA10 AHAI2 AHAl14 AHAI6
1 0,033% 0,001% 0,000% 0,002% 0,000% 0,003% | 0,054% 0,001% 0,000% 0,001% 0,000% 0,004%
2 0,472% 0,009% 0,001% 0,030% 0,021% 0,005% | 0,388% 0,009% 0,001% 0,035% 0,018% 0,006%
4 2,203% 0,013% 0,003% 0,028% 0,006% 0,013% | 2,374% 0,010% 0,005% 0,035% 0,011% 0,019%
6 0,255% 0,005% 0,000% 0,004% 0,000% 0,001% | 0,241% 0,005% 0,000% 0,004% 0,000% 0,001%
24 0,000% 0,000% 0,000% 0,002% 0,000% 0,000% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,001% 0,001% 0,000%
15 kDa HA tlusté stievo; primér vypocteného % davky tlusté stievo; smérodatné odchylky % davky
doba piisobeni (h)| AHA2  AHA8 AHA10 AHA12 AHA14 AHA16| AHA2 AHA8 AHA10 AHAI2 AHAl4 AHAI6
1 0,001% 0,001% 0,000% 0,003% 0,002% 0,004% | 0,001% 0,000% 0,000% 0,003% 0,001% 0,001%
2 0,141% 0,004% 0,001% 0,035% 0,009% 0,014% | 0,130% 0,006% 0,001% 0,036% 0,006% 0,015%
4 0,307% 0,006% 0,001% 0,021% 0,008% 0,010% | 0,208% 0,002% 0,002% 0,023% 0,010% 0,009%
6 0,085% 0,006% 0,002% 0,024% 0,014% 0,019% | 0,079% 0,007% 0,004% 0,033% 0,017% 0,024%
24 0,000% 0,001% 0,000% 0,011% 0,002% 0,004% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,010% 0,000% 0,001%
1562 kDa HA tlusté stievo; primér vypocteného % davky tlusté stievo; smérodatné odchylky % davky
doba pusobeni (h)| AHA2 = AHA8 AHAI0 AHA12 AHAl4 AHA16| AHA2 AHA8 AHAIO AHA12 AHAI4 AHAIL6
1 0,008% 0,001% 0,000% 0,001% 0,002% 0,003% | 0,013% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,001%
2 0,058% 0,002% 0,000% 0,026% 0,005% 0,006% | 0,049% 0,001% 0,000% 0,021% 0,003% 0,005%
4 1,001% 0,010% 0,003% 0,035% 0,017% 0,019% | 1,430% 0,008% 0,003% 0,008% 0,008% 0,008%
6 0,104% 0,002% 0,000% 0,010% 0,006% 0,007% | 0,102% 0,002% 0,000% 0,011% 0,003% 0,006%
24 0,000% 0,001% 0,000% 0,019% 0,003% 0,004% | 0,000% 0,000% 0,000% 0,021% 0,001% 0,000%
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