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ANOTACE

Byly pfipraveny dipeptidy obsahujici kladné nabité aminokyseliny v riznych kombinacich
(arginyl-arginin, arginyl-lysin, lysyl-arginin a lysyl-lysin) metodou syntézy peptidii na pevné
fazi s vyuzitim polymerniho nosice typu RinkAmide. Jednotlivé dipeptidy byly cistény
a analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekei.
U pripravenych latek byla nasledné sledovana vazebna afinita ke kyselin¢ hyaluronové pomoci
fyzikalné-chemickych metod. Pro popis vazebnych vlastnosti dipeptidi byla vyuzita HA o
dvou riznych molekulovych hmotnostech. U pfipravenych sloucenin byla pozorovana
schopnost vézat kyselinu hyaluronovou, coz se projevilo ve zméné viskozity

a hydrodynamického objemu.
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TITLE

Synthesis and characterization of hyaluronan binding peptides

ANNOTATION

Dipeptides containing positively charged amino acids in various combinations (arginyl-
arginine, arginyl-lysine, lysyl-arginine and lysyl-lysine) were prepared by solid phase peptide
synthesis using a RingAmide resin. All dipeptides were purified and analyzed by highly
efficient liquid chromatography with mass detection. The binding affinity od prepared
substances to hyaluronic acid was then monitored using physicochemical methods. HA of two
different molecular weights was used to describe the binding properties of dipeptides. We
observed the ability of the prepared compounds to bind hyaluronic acid as viscosity and

hydrodynamic volume was affected by the presence of dipeptides.
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UvVoD

Kyselina hyaluronova (hyaluronan, HA) hraje vyznamnou roli v biologickych procesech,
aztohoto divodu je hojné¢ vyuzivdna pro pfipravu hydrogelti, scaffoldi a dalSich
biokompatibilnich latek. Tyto produkty casto obsahuji 1 ,,umélé“ materidly, jako je
polyethylenglykol nebo methakrylaty, které jsou jen obtizn¢ odbouratelné. Proto je snahou
pfipravit materidl pouze z biologickych komponent pfitomnych v tkanich a extraceluldrni
matrix.

Hyaladheriny (hyaluronan vazajici peptidy, HABPs) piedstavuji peptidy a receptory schopné
vazat kyselinu hyaluronovou. Tento typ vazby je zaloZen na elektrostatické interakci mezi
karboxylovou skupinou kyseliny hyaluronové a postrannimi skupinami bazickych
aminokyselin hyaladherini (Arg a Lys). Synteticky pfipravené komplexy HA-peptid slouzi
ptevazné k piipravé hydrogeld a dalSich biokompatibilnich materiali vhodnych pro tkanové
inzenyrstvi a biomedicinské aplikace. Ziskané poznatky rovnéz ptispivaji k pochopeni funkce
HA a procesii probihajicich v extraceluldrnim prostoru.

Definovéanim a ptipravou peptidi, at’ jiz zndmych sekvenci (receptory, fragmenty) nebo peptidi
syntetizovanych de novo, lze modulovat komplex HA-peptid spojeny fyzikalni interakci a
pfipravit hydrogel, ktery bude napodobovat sloZzenim extraceluldrni matrix. Takto vznikly
komplex vétSinou splituje pozadavky na stabilitu a moznost odbourdni skrze zakladni

biochemické drahy bez tvorby vedlejsich toxickych produkt nebo vzniku zanétu.
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1 TEORETICKA CAST

V soucasnosti se v populaci stale ¢astéji vyskytuji onemocnéni pohybového aparatu, at’ uz jako
duasledek tirazu ¢i starnuti a degradace slozek synovialni tekutiny. Hlavnimi zptisoby 1é¢by jsou
potom fyzioterapie, podani farmakologickych pfipravkii a v nejhorSich piipadech ndhrada
kloubu. Jednim z nov¢jSich 1éCebnych postupli je snaha suplementovat synovialni tekutinu

postizen¢ho kloubu a obnovit tak jeji ptivodni slozeni.

V této souvislosti se hovoii o vyuziti hyaladherini, tedy peptidii a receptort, které jsou schopné
vazat kyselinu hyaluronovou. Ze synteticky pfipravené¢ho komplexu HA-peptid lze poté
ptipravit hydrogel, ktery bude svym slozenim napodobovat extracelularni matrix a zaroven

bude spliiovat pozadavky na stabilitu a biodegradabilitu.

1.1 Hyaluronan vazajici peptidy

Hyaladheriny neboli hyaluronan vazajici peptidy (hyaluronan binding proteins, HABPs)
reprezentuji skupinu proteinli, které jsou schopné za urcitych podminek vézat hyaluronan
(HA).! Mezi hlavni zastupce (Obrdzek I na nasledujici stran&) patii receptory RHAMM, CD44
a LYVE-1, které se podili na buné¢né signalizaci, dale enzymy hyaluronan syntdzy HASa-1,
HASa-2 a HASa-3 ahyaluroniddzy Hyal-1, Hyal-2, Hyal-3 a PH-20 (degradace HA).?
Spolecnym znakem téchto proteini je ptitomnost kladné nabitych postrannich fetézci
aminokyselin (AMK), které interaguji se zaporn& nabitou karboxylovou skupinou HA.!
Dtlezitou roli potom hraje modifikace postrannich fetézcii aminokyselin (sulfatace,
glykosilace) i typ bunék, kde je hyaladherin exprimovan.® Podstatna je i samotnd HA a jeji
vlastnosti (zejména délka polymerniho fetézce a s tim spojend molekulova hmotnost ¢i
prostorové uspotfadani). Minimalni délka nezbytna pro vazbu hyaladherinti se v literatuie uvadi

jako 6 — 10 dimernich podjednotek.*

Hyaluronan vazajici peptidy je mozné rozdé¢lit na zékladé vazebnych motivli v sekvenci
proteinu. Doposud byly popsany 2 vazebné motivy — Link modul a BX7B motiv. Bylo zjiSténo,
ze 1 dipeptid Arg-Arg interaguje s karboxylovou skupinou HA, avSak tato interakce je
nespecificka a miize k ni dochazet i s dal§imi zaporné nabitymi glykosaminoglykany.®> U vech
popsanych HABPs je vSak nezbytnd pfitomnost bazickych aminokyselin, zejména argininu a

lysinu, jejichZ postranni fetézce interaguji s karboxylovou skupinou HA.*%7

14



Intracelularni ‘ Extracelularni

|
Cytosolové proteiny L TR e s Proteiny ECM Rozpustné proteiny

proteiny

cdc37 J J versican L
AN rodina CD44 aggrecan trypsinovy inhibitor

P68 (gelaR) Link protein
HBP

brevican
neurocan

fibrinogen

Obrizek 1 Prehled zastupctt HABP a jejich rozdéleni, upraveno dle cit.®

1.1.1 Vazebné motivy HABPs

1.1.1.1 BXsB
Jeden z hlavnich vazebnych motivi pfedstavuje BX7B, kde na pozici B jsou umistény bazické

aminokyseliny (arginin a/nebo lysin) oddélené 7 kddovanymi aminokyselinami kromé kyseliny
glutamové a asparagové.”!® Bylo potvrzeno, Ze interakce HA s RHAMM je elektrostatické
povahy a konformacni zmény nemaji na interakci vliv, jelikoz k vazbé dochazi i

s denaturovanym a redukovanym RHAMM receptorem. '°

Kromé sekvenci pfirozené se vyskytujicich v proteinech byly studovéany i de novo ptipravené
varianty a jejich vliv na interakci k HA. Byla uvazovéana i zdména za histidin na pozici B
v BX7B, avsak vznikl4 sekvence byla vii¢i HA inertni.’ Ziebell a kol. zjistili, Ze je mozné do
téchto motivi vlozit i D-AMK, ptfi¢emz takto modifikované sekvence vykazuji vétsi flexibilitu
a pocet konformacnich stavil peptidu, a tim i vys$i afinitu k HA.!! Dale je mozné zvysit afinitu,
pokud budou do sekvence umistény i dalsi bazické aminokyseliny a tim zvySena nabojova

hustota.’

Ptrestoze v fad¢ proteinli obsahujicich vazebny motiv BX7B (napi. SPACR, CDC37 a P-32) Ize
predpokladat afinitu k HA, je nutné komplex HA-HABPs experimentalné potvrdit. Sekvence
vazebného motivu ve struktute proteinu/peptidu tedy automaticky neznamena, zZe se jedna o

zastupce hyaladherinti.'?
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1.1.1.2 Link modul
Link modul je protein o sekvenci obsahujici asi 100 aminokyselin a tvofici 2 a-helixy a 2

antiparalelni B-listy, které jsou usporadany kolem hydrofobniho jadra (Obrdazek 2). Jeho
terciarni struktura je stabilizovana 2 disulfidovymi mistky. Zastupci, pro které je tento motiv
charakteristicky, jsou naptiklad receptor CD44, hyaluronektin, lektikany, TSG-6, LYVE-1,

versican a aggrecan.*’

Obrazek 2 Terciarni struktura Link modulu se schematickym znazornénim o-helixi a 8-

skladanych listti, pfevzato z cit.’

Podle velikosti se rozlisuji celkem 3 typy Link moduli (Obrdzek 3):
e Nejjednodussi variantou je typ A, ktery je soucasti TSG-6 proteinu a je tvofeny pouze
jednoduchym Link modulem 0 90 AMK.'3 Z krystalové struktury typu A byly odvozeny
1 zbylé 2 typy, ty vSak doposud nebyly potvrzeny experimentalné.

e Typ B, ktery byl nalezen v CD44, obsahuje navic C- a N-koncové prodlouZeni a je
tvofen ze 150 aminokyselinovych residui. ProdlouZeni navic vytvari Ctvrty fetézec
B-listu I a je stabilizovano prostfednictvim tietiho disulfidového mistku mezi Cys®® a
Cys'29.14

e Typ C predstavuje komplex 2 Link modulti (200 AMK) v Link proteinu a lektikanech.
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Predpoklada se, ze velikost vazebné domény, potazmo typ Link modulu, souvisi s délkou HA
fetézce, ktery dané typy Link modulu rozeznavaji — napi. hexasacharid HA6 piedstavuje
minimélni délku pro vazbu Link modulu typu A, na rozdil od HA10, ktery je nejkratSim
oligosacharidem vazajicim typ C. V pfipad¢ oligomeri s vice nez 20 jednotkami HA dochézi

k soubé&zné interakci se dvéma molekulami CD44.7-13-15

Obrizek 3 Typy Link modulu, upraveno dle cit.’

1.1.2 Vyznamni zastupci hyaladherini

1.1.2.1 CD44 a LYVE-1

CD44 je ubiquitovany protein, ktery se vyskytuje na povrchu vétSiny bunék v organismu
(Obrazek 4) a je nejbéznéjSim receptorem (nejbeznéjsi forma u saved ma molekulovou
hmotnost 85 kDa). Je pfitomny témé&f ve vSech lidskych butikach, vitalnich i rakovinnych. Jedna
se o transmembranovy receptor typu I, existujici v nejméné 10 modifikacich. Komplex CD44-
HA se uplatiuje pii pfipojeni, organizaci a pfeméné ECM na povrchu bunék a pti zanétu

ovliviiuje migraci lymfocyti. 6!
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Obrazek 4 Struktura transmembranovych receptori CD 44 a LYVE-1, upraveno z cit.!®

Receptor CD44 predstavuje fadu funkci na bunééné urovni, zejména organizaci, pfipojeni a
pfeménu extracelularni matrix (ECM), komunikaci a transport signali z ECM do buiiky!'*2°,

dale se podili na migraci lymfocytii do oblasti zan&tu.?!

Alternativni sestfih celkem 10 riznych exond, které koduji receptor CD44, vede k expresi
rliznych isoforem tohoto proteinu nejen na povrchu vitalnich, ale i rakovinnych bungk.?>%
Pt1 interakci s HA hraje kromé isoformy, respektive primarni aminokyselinové sekvence, svou
roli také oligomerizace proteinu, jeho posttranslaéni modifikace (glykosilace a acylace) !>
a v neposledni fadé& i bunéény typ, na jehoz povrchu je CD44 exprimovan.”>** Podle vysledkti'*
je pro interakci diilezity i redoxni stav proteinu — redukce disulfidovych mistkd mezi 7'Cys

sk oqe . Ja 4 v roe
a Y’Cys" vede k destabilizaci vazebného mista a zruSeni interakce s HA.

Receptor LYVE-1 je sekvencnim homologem CD44 (Obrazek 4), ktery ma obdobny
mechanismus piisobeni a regulace bunéénych pochodii.?® Jeho exprese je prevazné v endotheliu
lymfatickych zil, kde zajistuje internalizaci a degradaci HA?’, ¢imz se podili na udrzeni
homeostdzy HA v tkanich. Nicméné na rozdil od ostatnich HABPs byla u LYVE-1 zji§téna
schopnost tvofit homodimer pomoci disulfidového mustku, ¢imz ziska az 15x vyssi afinitu
k hyaluronanu v porovnani s monomerni formou. Dalsi faktory, které¢ ovliviiuji interakci, jsou
napf. zvysend exprese tohoto receptoru®®, tvorba oddélenych klastri z LYVE-1 na povrchu

bunék a sialylace?.

*

index pied oznadenim cysteinu znaéi jeho pozici v peptidovém fetézci, tj. "'Cys je
77. aminokyselinou v sekvenci daného peptidu/proteinu
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1.1.2.2 RHAMM
Receptor RHAMM (z anglického Receptor for Hyaluronan Mediated Motility, Obrdzek 5) se

v organismu vyskytuje ve dvou isoformach — extracelularni a intracelularni. Jelikoz se
vyskytuje pfevazné uvniti bunék, byva casto oznaovan i jako IHABP (intracellular hyaluronan
binding protein) nebo CD168.!7 Extracelularni RHAMM funguje jako koreceptor, ktery
podmifiuje signalni dréhy aZ po vazbé na integralni receptory.’® RHAMM se v podobé
receptoru podili na proliferaci, diferenciaci a lokomoci bun¢k. Po navazani extracelularni HA
je vznikly komplex HA-RHAMM transportovan z endocytosolu do buiky, kde se vaze
na mikrotubuly BRCA 1 a BRCA 2.3! Pii transportu do extracelularniho prostoru interaguje

s CD44 a nasledné se tento komplex vaze na HA a aktivuje nitrobunééné signalni cesty.'”

Obriazek 5 Struktura receptoru RHAMM, pievzato z cit.’

Cytosolova forma se podili na stabilizaci cytoskeletu, kdy interaguje s makromolekulami aktinu
a mikrotubul@i.>>* Béhem bun&éného cyklu se wcastni tvorby mitotického vieténka.’%3*
Extracelularni varianta RHAMM, v porovnani s CD44 obsahujici transmembranovou doménu,
je na bunéény povrch pfipojena pomoci integralnich proteini nebo proteini vazanych
na glykosylfosfatidylinositol (GPI kotva).>* Yang a kol. popsali pfitomnost dvou BX7B motivii
na C-konci RHAMM zodpovédnych za vazbu k HA.!® Tyto useky jsou navic oddélené

leucinovym zipem.'!

19



Za fyziologickych podminek je tento receptor exprimovan v relativné malém mnozstvi,
r%ena sek ‘e ch kteristicka hoieni e s X 25 we 7 1 ické
zvysena sekrece je charakteristicka pro hojeni ran, v mist€ zan€tu* a pr1 tumorove neoplasticke

progresi a metastazovani.?%3435-36

1.1.2.3 Ial a TSG-6

Proteiny rodiny lal (inter-alpha-inhibitor) tvofi komplexni molekuly z chondroitin sulfatu,
na ktery se pripojuji 2 tézké fetézce (HC) a na N-konec je ukotven bikunin (dimer
ze 2 Kunitzovych jednotek). Bikunin inhibuje serinové protedzy, s nimiz tvoii kovalentni
komplex, a tim chrani tkan& v mist¢ zan&tu.’’ Iol brani reaktivnim formam kysliku

v depolymerizaci vysokomolekularni HA v synovialni tekutiné u pacientd trpicich artritidou.*®

Doposud byly popsany dva zpiisoby vazby lal k HA, bud’ kovalentné pomoci esterové vazby,
nebo elektrostaticky. Kovalentni vazba se uplatiiuje pfi stabilizaci ECM, zvySeni afinity

makromolekul a jejich agregaci v matrix.>’

Pii tvorbé komplexu lal-HA funguje protein TSG-6 jako katalyzator. Reakce probih4 béhem 2
transesterifikacnich krokti, nejprve dochazi k transferu HC z chondroitin sulfatu na TSG-6
za vzniku reaktivniho intermediatu a poté k transportu na HA. Vznikly komplex Ial-HA je
mnohem stabilngjsi nez vychozi lal-chondroitin sulfat.>” Tato remodelace TSG-6 v ECM se
uplatiiuje i pii ovulaci a v misté zan&tu.**4°

Navzdory relativné malé znalosti funkce TSG-6 se jednd o jeden z nejlépe prostudovanych
hyaladherinii z hlediska interakce s HA. TSG-6 je sekretovan pii zanétlivém podnétu.'® Podili
se 1 na regulaci migrace leukocytl, kdy po adhezi bun¢k na komplex TSG-6-HA dochézi
k jejich inaktivaci.* Link modul byl pouZit jako modelovy systém pro sledovani vlivu afinity
k HA v zavislosti na iontové sile a pH, kdy se nejvice uplatituje His na pozici 45.*' Pii bodové
mutaci His* za Ser byl pozorovan pokles na méné neZ poloviéni afinitu k HA.** Dale byl
studovan vliv délky fetézce HA a hybridnich oligosacharidli obsahujicich chondroitin sulfat

a typ tkang, kde je TSG-6 exprimovan.'?

1.1.2.4 CEMIP

Protein CEMIP (diive znamy také jako KIAA1199) ovliviluje bunéénou migraci a ve
fibroblastech degraduje HA. V endoplasmatickém retikulu (ER) vytvaii komplex
s imunoglobulinovym vazebnym proteinem (BiP), coz ma za nasledek uvolnéni Ca*" iontii

z ER. Zvyseni hladiny Ca?" v cytosolu vede k aktivaci proteinkindzy C a nasledné k bun&éné
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migraci.*® Podle Yoshidy akol. je protein CEMIP zasadni pro katabolismus HA v kiizi a
synovidlnich fibroblastech odebranych pacientiim s osteoartritidou a revmatem.**

Z pohledu patofyziologie podmitiuje bodova mutace genu CEMIP ztratu sluchu.**

U rakovinnych bunék protein podporuje transformaci z epitelidlni formy v agresivné;jsi
mezenchialni fenotyp.** Uvazuje se jeho vyuZiti jako potencidlniho markeru pro stanoveni rané

faze rakoviny tlustého stfeva a zaludku*’ ¢&i rakoviny plic.*8

1.1.2.5 Lektikany

Aggrecan, versican, neurocan a brevican predstavuji chondroitin sulfatové proteoglykany
(Obrdzek 6) exprimované zejména v mozkové ECM'°, které jsou sou¢asti rodiny lektikanovych
proteinti.! Aggrecan se vyskytuje i v chrupavce a ECM dalgich tkani.**>° Versican je soucasti

mékkych tkani®!, srdce a Zil.*?

V ECM funguje HA jako scaffold®, ke kterému se lektikany piipojuji pomoci G1 domény,
oblast je navic stabilizovana interakci s Link proteinem.>** Stredni ¢4st lektikanii predstavuje
Gisek, na ktery jsou pies tyrosinové residua navazany chondroitin sulfat nebo keratin sulfat. 4!
Takto vznikly supramolekularni komplex plni obdobné funkce jako cytoskeletarni komponenty
uvnitf buniky — stabilizuje a udrZzuje homeostazu ECM, slouzi k zachyceni vody, ionti,
ristovych faktord, chemokint, aj.°>> V mozkové tkani jsou navic piitomny i tenascin R (trimer)

a tenascin S (hexamer), které crosslinkuji jednotlivé lektikany pomoci protein-protein

interakci.’®

1 pm .
agregat agerecanu

-, proteinove

4/ jadro
- 2%

4/ /= Link protein
molekula
hvaluronanu

keratansulfat

— chondroitin sulfat
Obrazek 6 Schematické zndzornéni lektikant, upraveno dle *
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1.1.3 Dipeptid Arg-Arg
U dipeptidu Arg-Arg (Schéma I) byla také potvrzena schopnost vazat HA, avsak tato sekvence
je nespecifickd. Navic nebyl popsan vliv pfi prodlouzeni fetézce na N- ani na C-konci

na afinitu.’

HN<_ _NH

HoN
NH,

NH2 1N NH

Schéma 1 Schématické znazornéni Arg-Arg

1.2 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je pfirodni linearni polysacharid, ktery se ftadi do skupiny
glykosaminoglykanti.’” Vytvafi linedrni polymerni struktury, pficemz dany fetézec je tvoren
opakujicimi se disacharidovymi jednotkami. Jedna disacharidova jednotka (Schéma 2) se
sklada z kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu, které vzajemné propojuje f(1—3)

glykosidicka vazba. Tyto disacharidové jednotky jsou pak spojeny f(1—4) glykosidickou

58,59

vazbou v polysacharidovém fetézci.

- —n

Schéma 2 Struktura opakujici se disacharidové jednotky HA
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Poprvé byla pravdépodobné HA zminéna v roce 1880 francouzskym chemikem Portesem.®

Popsana vSak byla az v roce 1934 Karlem Mayerem a jeho kolegou Johnem Palmerem, ktefi ji
izolovali ze sklivce hovéziho oka.®! Postupem ¢asu byla HA ziskdvana z mnoha tkani véetng
synovialni tekutiny, kohoutich hiebinkd &i pupeéni $itiry.®® Dale se HA vyskytuje ve vétsim

mnozstvi v pokozce, kloubnich chrupavkach, plicich &i svalovych tkanich.®?

Pravé extrakce z zivocisnych tkani je jedna ze soucasnych metod pramyslové vyroby kyseliny
hyaluronové, piicemz nejdostupnéjsi zdroje pro vyrobu vysokomolekularni HA ve velkém
méfitku jsou kohouti hiebinky ¢i sklivec a synovidlni tekutina skotu. Druhou metodou je
mikrobialni fermentace pomoci bakterialnich kment.® K bakterialni fermentaci se nyni
pouzivaji bakterie Streptococcus skupiny C, které nejsou pro lidsky organismus patogenni.

Hlavnim zastupcem této skupiny je Streptococcus equi, poddruh S. zooepidemicus.®>%

1.2.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti HA

Kyselina hyaluronova je biopolymer s jedine¢nymi fyzikalnimi a biologickymi vlastnostmi.
Nejvyraznéjsi vlastnosti kyseliny hyaluronové je schopnost absorpce vody. Diky sacharidovym
podjednotkdm je schopna na sebe vazat velké mnozZstvi vody a vytvari tak velmi viskozni
hydrogel v koncentracich > 0,2 mg/ml. Viskozita gelu pak zavisi na délce tetézce, zesiténi

polymeru, pH a chemické modifikaci.®®

Fyziologicky HA neexistuje ve formé kyseliny, ale jako sodn4 siil.®

Hyaluronan tedy existuje
in vivo nikoliv ve formé protonované kyseliny, ale ve formé& polyanionu. Kazda jeho D-
glukuronatova jednotka nese pii fyziologickém pH zaporny naboj a ten je na karboxylovych

skupinach vyvazen mobilnimi kationty, jako je naptiklad Na*.®’

1.2.2 Biosyntéza a degradace hyaluronanu

HA je syntetizovana na cytoplazmatické membrané vysoce specializovanymi membranovymi

proteiny, tzv. hyaluronansyntazami (HASs)®* a tento proces je shrnut na nasledujicim obrazku

(Obrazek 7).
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Glukoza
ABC transporter

Membrana

Hexokindza
hask

Glukéza-6-P  EEEEEEE) Fruktoza-6-P
pgm l 1 glms

Glukéza-1-P Glukosamin-6-P
hasC l 1 glmm
UDP-glukoza Glukosamin-1-P

hasB l l hasD

UDP-glukuronova kyselina N-Acetylglukosamin-1-P

l hasD
UDP-N-Acetylglukosamin
/hasA

Kyselina hyaluronova

Obriazek 7 Biosynteticka cesta kyseliny hyaluronové v S. Zooepicemicu, prevzato z cit.%®

HA podléha fragmentaci katabolickym procesem lymfatickych uzlin, krve, jater a ledvin, které
maji rtizné biochemické tlohy.%! Enzymatick4 degradace HA je u savch vysledkem piisobeni
tii typt enzymu: hyaluronidazy (hyazy), B-D-glukuroniddzy a P-N-acetylhexosaminidazy.
Obecné hyaza $tépi HA s vysokou molekulovou hmotnosti na mensi oligosacharidy, zatimco
B-N-acetylhexosaminidaza a B-D-glukuronidaza dale degraduji oligosacharidové fragmenty
odstranénim neredukujicich koncovych cukri.®

Hyaluronidaza (Obrazek 8) snizuje viskozitu kyseliny hyaluronové, ¢imz se zvySuje
propustnost pro tkan. Proto je pouzivana v medicin€ ve spojeni s jinymi léky, aby se urychlil
jejich rozptyl. Nejbéznéjsi aplikace je v o¢ni chirurgii, ve které se pouziva v kombinaci s
lokalnimi anestetiky. Nekteré bakterie, jako je Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
pneumoniae a Clostridium perfringens, produkuji hyaluroniddzu jako prostiedek zvysujici
pohyblivost skrze tkané téla a jako antigenni ptevlek, ktery brani jejich rozpoznani fagocyty

imunitniho systému.%
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yalEGF-like
domain

Obriazek 8 Struktura enzymu hyaluroniddzy hHyal-1, pievzato z cit.”

1.2.3 Aplikace HA

Kyselina hyaluronové je vSestrann¢ vyuzitelnd latka, jez nachdzi uplatnéni pfedevsim v
medicing, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. Biologické ucinky pak zavisi na jeji

molekulové hmotnosti.”!

Ve farmacii se kyselina hyaluronova pouziva jako G€inny nosi€ pro transport 1é€iv. Vyuziva se
hlavné jeji biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost a vysoka kapacita pro cileni na misto

potieby.°!

V ortopedii se kyselina hyaluronové pouziva pii 1é€bé poranéné chrupavky nebo $lach ¢i také
pro vyrobu umélych kostnich §tépt.°” Dalsi zplsob, jakym se v ortopedii vyuziva kyselina
hyaluronova, je jeji injekéni podani do kloubt postizenych kloubnimi nemocemi, jako je napf.
osteoartr6za. Tato metoda se nazyva viskosuplementace a v dnesni dob¢ se hojné pouziva jako

bezpecna forma lokalni 1écby osteoartrdzy.

1.3 Extracelularni matrix chrupavky

Soucésti vSech tkani je kromé& bunck 1 extracelularni matrix tvofena smési proteind,
polysacharidii a vody. Hlavnimi funkcemi jsou zejména morfologickd organizace bunck,
udrzeni homeostazy, retence vody a zajiSténi mechanické stability organii. ECM navic
nefunguje jako statické prostfedi, ale dochdzi zde k neustdlé remodelaci matrixovymi

metaloproteindzami.”>”
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Slozeni chrupavky a jeji ECM je zna¢né odlisné od ostatnich tkéani, jelikoz musi zajiStovat
pohyb v oblasti kloubnich spoji. Prostiedi kolem chondrocytii je bez cévniho zdsobeni
a s nizkym obsahem kysliku, buiiky jsou tak zavislé prevazné na glykolyze. ZvysSena
koncentrace kyseliny mlééné v ECM pak snizuje pH 7, které se pohybuje v rozmezi 6,6 — 6,9.
Navic se v matrix vyskytuje kolagen II a hydrofilni proteoglykany, které funguji jako atraktanty

kationtti Na™ a H" a osmoticky vazi vodu.”7>

U star$ich bun¢k klesa exprese spojovacich proteini (cadherin, catenin, aj.) a senescentni
fibroblasty produkuji vys$si mnozstvi interleukint, cytokint, ale i reaktivni formy kysliku, ¢imz
pievadi extracelularni prosttedi do stavu chronického zanétu.”®”” Soucasné dochazi ke zvysené
crosslinkaci kolagenovych vldken UV zafenim, vedlejSimi produkty oxidace lipidd a glykaci,
a tim i ke sniZeni pruznosti a mechanické odolnosti.”® Tento stav miiZze potencialné vést i ke

vzniku zan&tu nebo rakoviny a jinych onemocnéni.”’

1.4  Synovialni tekutina

Kazdy kloub v lidském téle (Obrdzek 9) obsahuje synovialni tekutinu (ST), kterd slouZzi jako
kloubni mazivo. Je vylu€ovana do kloubni dutiny vnitini membranou kloubu a mnozZstvi ST se
tak riizni podle velikosti kloubti napt. kolenni kloub obsahuje cca 3,5 ml synovialni tekutiny.”
Kloubni tekutina se nazyva synovidlni pravdépodobné kvili jeji podobnosti s vajeénym
bilkem.*® Je to viskozni latka, ktera ma dvé hlavni funkce. Jednak pomaha pti vyzivé kloubni
chrupavky tim, ze slouZi jako transportni médium pro vyzivové latky jako je glukoza, a dale se

81

uplatiiuje jako mazivo mezi artikulujicimi povrchy.®” Ve zdravych kloubech jsou tedy

[RA4

koeficientt tieni, které miizeme v piirodé najit.”’
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Kostni dien
Kost

Kloubni pouzdro drzici kloub pii sobé

Svnovialni membrana

Synovialni tekutina v kloubni dutiné

Kloubni chrupavka

Vazy

Obrazek 9 Pohled do typického synovialniho kloubu se vS§emi hlavnimi strukturami, upraveno

z cit.%?

SloZeni synovialni tekutiny (Tabulka 1) je podobné dialyzatu krevniho séra, protoze obsahuje
stejné elektrolyty a nizkomolekularni latky. Hlavni rozdil mezi nimi je vSak obsah proteind
a hyaluronanu. Pravé vysoka koncentrace HA ma velky podil na viskozité synovialni tekutiny.
Synovialni tekutina zdravého ¢lovéka je vétSinou bezbarva, popt. lehce nazloutla a €ird. Jestlize

se ovSem jevi jinak, miiZe to znacit riiznd onemocnéni.®!#
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Tabulka 1 SloZeni synovialni tekutiny, upraveno z cit. 808183

Slozka Poznamka
Protein Obvykly obsah v ST je 1000-3000 mg/dl.
y Zvysené hodnoty pfi artritid€, dné ¢i ulcerdzni kolitidé.
Lipidy Fosfolipidy v ST tvofi s proteiny tzv. lubricin, ten pfispiva ke sniZeni tfeni.
Obsah Glc v ST by se mél vztahovat k hodnotam v séru (3,9-5,6 mmol/l).
Glukoza Velky pokles hodnot pii kloubnich onemocnénich, ktera jsou klasifikovana

Kyselina mocova

Kyselina mlé¢na

Laktatdehydrogenéza
(LD)

Revmatoidni faktor
(RF)

Kyselina hyaluronova

jako infekéni (pf. trauma, degenerativni zmény, operacni vykon).

Normalni hodnoty v rozmezi 6-8 mg/dl.
Ptitomnost v ST ukazuje na onemocnéni dnou.

Megfteni hodnot miize pomoci pti diagnostice artrozy.
Normalni hodnoty do 25 mg/dl.
U kloubu postizeného artr6zou az 1000 mg/dl.

Enzym zapojeny do metabolismu cukri.
Jeji hodnoty miize zvySovat artritida ¢i dna.

Tuto latku produkuje predevsim lymfaticka tkan v kostni dfeni, lymfatickych
uzlinach sleziné a v zanétem postizeném kloubu.

Ptiblizna koncentrace v ST je 250 mg/dl.

Primérna molekulova hmotnost ve zdravych kloubech je 3-5 MDa.

V ptipadé kloubniho onemocnéni se koncentrace a Mw kys. hyaluronové v
ST snizuje.

1.5 Onemocnéni pohybového aparatu — osteoartréza

Onemocnéni kloubl a kosti se nejcastéji objevuje s pfibyvajicim veékem, jelikoz kloubni

degenerace je fyziologicky proces starnuti.’* Mezi nejéastgjsi onemocnéni pohybového aparatu

patii artritida, artrdza ¢i osteopordza a za piiCiny se vétSinou uvadi opotfebovanost kloubt,

urazy, zancty, hormonalni nerovnovéha Ci obezita. Zakladni prevenci je tedy dostatek

pfiméteného pohybu, zdrava zivotosprava a vyvazena strava. Onemocnéni kloubti je v populaci

velmi roz§ifenym problémem, proto je pfedmétem z4jmu mnoha odbornikii. V této praci se

zaméfim na jedno z nejbéznéjSich onemocnéni pohybového aparatu, tj. osteoartrozu, kterd

souvisi se synovialni tekutinou, jejim sloZenim, v€kem a ptipadnou lécbou, jez je v pfimém

kontextu s kyselinou hyaluronovou a hyaluronan vazajicimi peptidy.

Artréza, jinak zvana také osteoartroza (OA), degenerativni artritida a v anglické literatute

osteoarthritis, je nejcastéjSim onemocnénim perifernich kloubt. Uvadi se 60 % vyskyt mezi 55.

a 64. rokem a dokonce 80 % u osob starsich 75 le

t.84
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Vékem dochazi ke starnuti kloubni chrupavky, k poruse metabolismu jeji mezibunééné hmoty
a zhorSenti jeji kvality.3* V disledku zvysené degradace a nedostateéné novotvorby se snizuje
mnozstvi a molekulovd hmotnost proteoglykant, je poskozena kolagenni sit’ a zvySuje se obsah
vody. Prvni obtiZe ale zacne pacient pocitovat teprve pii postizeni ostatnich kloubnich tkani.
Bolest vznik4 v kloubu napf. pfi zmnoZeni nitrokloubni tekutiny (intraartikularni vypotek),
zanétlivé reakcei kloubniho pouzdra (synovitida), v pocatecnich stadiich OA nebo pii obnazeni
¢i destrukci subchondralni kosti u pokrocilé OA.®° Pravé bolest (Obrazek 10) a v pozd&jsi dobé

ztuhlost, omezena hybnost a nestabilita v postizeném kloubu jsou hlavnimi ptiznaky

osteoartrozy, které piivadéji pacienta k 1ékafi.3

Napinani pariostu
ostecfyty

Léze maniskl

Defekt chrupavky
5 eburneacl

"Svalova

£ I" Subchondralni kosti :
RO hyperemie v hypotonie,
it (kostni hypertenze) atrofie
E iy Mikrofraktury " )
ntezopatie a destrukee kosti ey
Potinajicl osteoartrdza Pokrotild ostecartrdza

Obrazek 10 Souhrn pii¢in bolesti u OA, ptevzato z cit.®

Osteoartrozu rozliSujeme podle vice aspekti:

e dle rozsahu poSkozeni muze byt monoartikularni, postihujici pouze jeden kloub a

polyartikuldrni, postihujici dva a vice kloubii.

e dle pficiny se potom déli na primdrni a sekundarni. Primarni osteoartrdza je Casté&jsi
apfi¢inou je starnuti chrupavky. Typickd je pro star§i populaci. U sekundéarni
osteoartrozy je urcity pti¢inny faktor, ktery nastartuje nebo urychli proces degenerace.
V soucasné dobé je jednou z hlavnich pfi¢in zvySena celkova zat¢z na klouby, kam se

fadi hlavné obezita.?*
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Lécba osteoartrozy je vzdy komplexni a déli se na nefarmakologickou, farmakologickou a
operacni. Terapie vychazi z dlouhodobych zkuSenosti, kde zakladem jsou vySetfeni, rezimova
opatfent, 1éky na bolest a podpiirné pomticky, berle a ortézy.%

Zakladem lécby je edukace pacienta, uprava zivotospravy, pravidelné cviceni, popt. pouziti
opérnych pomucek. Dale se muze pfistoupit k fyzikalni terapii (aplikace tepla/chladu) ¢i
akupunktufe. V horsich piipadech se pak pfistupuje k farmakologické 16¢b&®, kde jsou
vyuzivana analgetika, nesteroidni antirevmatika (NSA), kortikoidy a pomalu ptsobici 1éky pro

osteoartrozu (SYSADOA).3

Hlavnim ucelem konvencni 1€cby osteoartrozy je omezeni bolesti. Nejb&znéjsi nechirurgicka
1é¢ba zahrnuje pouziti nesteroidnich protizanétlivych 1€kt (NSAIDs) a intraartikularni injekce

s kyselinou hyaluronovou. Tento zplisob 1é¢by se nazyva viskosuplementace.”

Cilem viskosuplementace je redukovat bolest a obnovit reologické vlastnosti synovidlni
tekutiny.” ST je dllezitd slozka funkéniho kloubu, kterd vyZzivuje kloubni chrupavku,
podnécuje proliferaci a diferenciaci chondrocyti a redukuje tieni mezi kloubnimi chrupavkami.
Hlavni sloZkou ST pfispivajici k jeji viskoelasticité je vysokomolekularni HA (> 1000 kDa).
Ta mize byt v disledku starnuti ¢i zanétu rozkladdna hyaluroniddzami na nizkomolekuldrni
fragmenty.®” Snizena molekulova hmotnost a koncentrace kyseliny hyaluronové poté zptisobuje

zhorseni elastickych a viskoznich vlastnosti synovidlni tekutiny.”

Dodavani vysokomolekularni HA do synovidlni tekutiny pacienti s artrozou zlepSuje lubrikaci
kloubt, snizuje jejich bolest a také zanét.?’%® Tato metoda je vhodna pro pacienty, kteii
nemohou podstoupit ortopedickou operaci, maji zvySeny risk gastrointestinalnich komplikaci,
uzivaji kortikosteroidy ¢i antikoagulanty, jsou kuiaci ¢i prosli selhanim ledviny.¥
Viskosuplementy jsou pouzivany pro svou schopnost zmirnéni bolesti a zlepSeni pohyblivosti
kloubli u pacientl s osteoartrozou tim, ze obnovuji fyziologickou homeostdzu postizeného
kloubu a obnovuji reologické vlastnosti synovidlni tekutiny. Hlavni faktor zodpovédny
za zlepseni viskoelastickych vlastnosti ST je komplex HA-HABPs.”

Komer¢né dostupné viskosuplementy se 1iSi v molekulové hmotnosti, ve vazbé molekul a
dalSich parametrech. Jedny z prvnich komeréné dostupnych ptipravki s nizkomolekularni HA
byly Hyalgan® a Artz®, dostupné v roce 1986. Pozdé&ji se na trhu objevilo n€kolik dalsich

pripravki pro pomoc pacientiim trpicich osteoartrézou.”
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Tabulka 2 Seznam hlavnich komeréné dostupnych viskosuplementt, upraveno z cit.”

Pripravek Molekularni hmotnost [kDa] Zdroj HA koncentrace [mg/ml]

Hyalgan® 500 -730 kohouti hiebinky 10
Synvisc® 6000 — 7000 bakterie 8
Monovisc® 1000 — 2900 bakterie 20
Viscoseal® 1600 bakterie 10
Suprahyal® 500 - 1000 bakterie 10
Euflexxa® 2400 — 3600 bakterie 1
Geloren active® nenalezeno nenalezeno 60 mg v denni davce

Viskosuplementace témito piipravky je v 1écbé osteoartrozy kolennich kloubii ucinna.
Pozitivné ovliviluje bolest, funkci kloubii i celkovy stav pacienta a toto zlepSeni neni
pozorovano pouze bezprostfedné po aplikaci, ale pretrvava 5 — 13 tydni po posledni aplikaci.®
V Lécivych ptipravceich se kyselina hyaluronova vyskytuje jako sodna stl. Externé aplikovana

do kloubii pfi osteoartréze se HA pouziva jiz pres 25 let.3
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1.6 Cile BP

Vzhledem k vySe uvedené literarni Casti je zfejmé, Ze je snahou vyrazné ovlivnit Zivot pacientd
trpicich osteoartrézou a to tak, aby nebyla nutnd kazdodenni farmakologicka 1é¢ba. Z toho
divodu, a jak bylo v posledni ¢asti popsano, je snaha vyvinout takovy lubrikacni prostiedek,
ktery se co nejvice priblizi ,,pfirodni“ synovialni tekutin€ a zabezpeci spravnou a dlouhotrvajici
lubrikaci kloubti. Jednim z moznych ptistupii je vyuzit hyaluronan vazajici peptidy, které jsou
v synovialni tekutiné pfitomny, a vyuzit jejich syntetické formy pro piipravu novych

viskosuplementacnich materialti.

Cile této bakalatské prace 1ze shrnout do nasledujicich bodu:
1) priprava 4 dipeptidd, které ve své struktuie obsahuji kladné nabité aminokyseliny (lysin
a arginin)
2) vycisténi a analyza pfipravenych dipeptidi pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci

3) popis vazebné afinity ptipravenych dipeptidi ke kyselin¢€ hyaluronové s riznou délkou

polymerniho fetézce
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2  EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Obecné postupy

Pro syntézu peptidi byly pouzivany sklenéné sttikacky s kohoutem (Fortuna®) o objemu
100 ml. Stiikacky byly vybaveny propylenovou fritou o nejtésnéjSim primeéru stiikacky

(reaktoru).

Do reaktoru byl ptedlozen polymerni nosi¢ (Fmoc-Rink Amide AM, Schéma 3) v potiebném
mnozstvi. Vzhledem ke zméndm objemu pryskyfice v zévislosti na zvoleném rozpoustédle je
mnozstvi pouzitého nosi¢e limitovano objemem reaktoru. Do 100ml sklenéného reaktoru je
mozné predlozit maximaln¢ 7 g nosice. Veskeré reakce (St€peni chranicich skupin, kondenzacni
reakce a promyvani fadou rozpoustédel) se provadéji pfimo v reaktoru. Rozpoustédla a reakéni
roztoky se nasadvaji, pryskyfice je promyvana rozpoustedly a je filtrovana protlaCovanim
suspenze pres fritu, nasledné kondenzace jsou provadény v uzavieném reaktoru. Po ukonceni
pripravy chranéného peptidu na nosici je provedeno koncové promyti a peptidyl-pryskyftice se
vysus$i obvykle proudem vzduchu. Odstépeni peptidu z nosice je provedeno pifimo v reaktoru
za pouziti odpovidajiciho Stépného koktejlu, kterym je vétSinou smés TFA a vhodnych
ochrannych latek (scavengerd). Jsou tak vylouceny mechanické ztraty vznikajici pfenosem

hmot. Michéni reakéni smési je zaji§téno umisténim reaktoru na tfepacce.”*!

OCH;

Schéma 3 Struktura Fmoc-Rink Amide AM nosice vcetné jeho schématického zjednoduseni

Hodnota substituce S (v mmol/g) polymerniho nosi¢e po pfipojeni C-koncového derivatu

aminokyseliny se sledovala pomoci Fmoc ,,release* testu.”>"

K monitorovani priibéhu syntézy peptidii na pevné fazi byl pouzit ninhydrinovy (Kaiser) test.”*
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2.2 Syntéza peptidi

2.2.1 Odstépeni Fmoc-chranici skupiny z nosice

o 1 L.

e

Do reaktoru byl predlozen Fmoc-Rink Amide AM (5 g; 4,4 mmol, S = 0,88 mmol/g), pfevrstven
50 ml DMF a michan 30 min pfi laboratorni teploté, aby doslo k jeho nabotnani. Rozpoustédlo
bylo odfiltrovano a bylo ptidano 50 ml 20% roztoku piperidinu v DMF. Reakce probihala
30 min za laboratorni teploty a pak byla ukoncena odfiltrovanim reakéniho roztoku. Nosi¢ byl
nasledn€ promyt 3x DMF, 3x DCM a 3x DMF. Takto pfipraveny substrat byl pouzit pro dalsi
kroky syntézy.

222 Ukotveni prvni aminokyseliny k nosi¢i (Fmoc-Xaai-NH-nosic)

© NH o NH
Y AN
DIC/Oxyma/DMAP
NH, +

DMF

% S0

Do reaktoru k promytému nosic¢i byla predlozena Fmoc-Xaai-OH (navazky v Tabulka 3;

22 mmol), OxymaPure® (3,13 g; 22 mmol) a DMAP (0,161 g; 1,3 mmol) a bylo doplnéno

nejmensim moznym mnozstvim DMF (peptide grade) tak, aby doslo k rozpusténi reagentt a
zaroven se reak¢éni smés s nerozpustnym nosi¢em Setrné michala. K suspenzi nosice a reak¢nich
slozek byl dale ptidan DIC (3,4 ml; 22 mmol) pro aktivaci karboxylové skupiny piipojované
aminokyseliny. Reakce probihala za laboratorni teploty pfes noc, pak byla ukoncena
odfiltrovanim reakéniho roztoku. Nosi¢ byl nasledné promyt 3x DMF, 3x DCM a 3x DMF.
Takto pfipraveny substrat byl pouZit pro dalsi kroky syntézy.
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Tabulka 3 Navazky Fmoc-Xaa;-OH

Peptid Aminokyselina Xaa; Navazka [g]
KK Fmoc-Lys(Boc)-OH 10,31
KR Fmoc-Arg(Pbf)-OH 14,27
RK Fmoc-Lys(Boc)-OH 10,31
RR Fmoc-Arg(Pbf)-OH 14,27

223 Zablokovani nezreagovanych skupin na nosici

o)
\>—CH3

Ac,O/pyridi
QNHz ¢,O/pyridin . QNH
DMF

Do reaktoru obsahujici Fmoc-Xaa;-NH-nosi¢ ptipraveny podle postupu 2.2.2 bylo ptidano

rozpoustédlo (30 ml DMF), pyridin (1,1 ml; 13 mmol) a acetahydrid (1,3 ml; 13 mmol).

Acetylace probihala po dobu 30 min za laboratorni teploty, pak byla ukoncena odfiltrovanim
reakéniho roztoku. Nosi€ byl ndsledné promyt 3x DMF, 3x DCM a 3x DMF. Takto pfipraveny
substrat byl pouZit pro dalsi kroky syntézy.

2.2.4 Odstépeni Fmoc-chranici skupiny (H-Xaai1-NH-nosic)
0
1
PgVRW)LNQ
o _NH n
: . e
R

Pg N

; e
~ LY - OO0

Do reaktoru obsahujici Fmoc-Xaa;-NH-nosi¢ pfipraveny podle postupu 2.2.2 se
zablokovanymi nezreagovanymi skupinami na nosi¢i podle postupu 2.2.3 byl piidan 20%
roztok piperidinu v DMF. Reakce probihala 5 min za laboratorni teploty. Reakce byla nésledné
opakovana s prodlouzenim doby S$tépeni na 20 min a pak byla ukoncena odfiltrovanim
reakéniho roztoku. Jednotlivé frakce po $tépeni byly jimany do graduované naddoby a promyty

DMF na pozadovany objem vztazeny ke graduaci zvolené nadoby. Roztok ziskany po §tépeni
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Fmoc-chranici skupiny (vznikly dibenzofulven-piperidin komplex) byl spektrofotometricky
analyzovan pti 300 nm po 100-nadsobném ztedéni (Tabulka 4). Substituce aminokyseliny na
nosici byla vypoctena podle nasledujiciho vzorce:

_ Abs -V [ml]

~ 7800 - m [g] 100

kde S je stupen substituce v mmol/g, Abs je absorbance stanovena proti standardu (DMF) pfti

300 nm, V je celkovy objem vzorku a m je vstupni hmotnost pouzitého nosice.

Tabulka 4 Stanovena absorbance vzniklého komplexu dibenzofulven-piperidin a vypocteny

stupeni substituce navazané aminokyseliny Xaa;

Peptid Absorbance deFmocl Substituce [mmol/g]
KK 1,347 0,8632
KR 1,402 0,8812
RK 1,342 0,8593
RR 1,343 0,8592

Nosi¢ byl nésledné promyt 3x DMF, 3x DCM a 3x DMF. Takto ptipraveny substrat byl pouZit
pro dalsi kroky syntézy.

2.2.5 Pripojeni aminokyseliny k rostoucimu retézci peptidu na nosici
o o g
R R? N
e OH Py’ N C) H
0. _NH ° . O, MH o O Pal_,
Y VR'\HJ\ /C/‘ DIC/Oxyma j)/

o R
2 H
o + Pg N —_— —_— = ..R No—
H DMF DMF Pg N )
NH, H
. g . O NH; e}

Aminokyselina Fmoc-Xaa,-OH (navazky v Tabulka 5; 13 mmol) byla ptedlozena na promyty
nosi¢ (H-Xaa;-NH-nosic), byla pfidana OxymaPure® (1,88 g; 13 mmol) a doplnéno nejmensim
moznym mnozstvim DMF (peptide grade) tak, aby doslo k rozpusténi reagentll a zaroveil se
reakéni smés s nerozpustnym nosi¢em Setrné michala. K suspenzi nosice a reakénich slozek byl

dale ptidan DIC (2,0 ml; 13mmol) pro aktivaci karboxylové skupiny aminokyseliny. Reakce
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probihala za laboratorni teploty minimalné 2 h. Pribeh reakce byl sledovan prostiednictvim
Kaiser testu. Reakce byla ukoncena odfiltrovanim reakéniho roztoku. Nosi¢ byl néasledné

promyt 3x DMF, 3x DCM a 3x DMF.

Tabulka 5 Navazky Fmoc-Xaa,-OH

Peptid Aminokyselina Xaas Navazka [g]
KK Fmoc-Lys(Boc)-OH 6,19
KR Fmoc-Lys(Boc)-OH 6,19
RK Fmoc-Arg(Pbf)-OH 8,56
RR Fmoc-Arg(Pbf)-OH 8,56

Po ukotveni druhé aminokyseliny byla odstépena Fmoc-chranici skupina podle postupu 2.2.3.

(Tabulka 6).

Tabulka 6 Stanovena absorbance vzniklého komplexu dibenzofulven-piperidin a vypocteny
stupen substituce navdzané aminokyseliny Xaa

Peptid Absorbance deFmoc?2 Substituce [mmol/g]
KK 1,342 0,8598
KR 1,317 0,8274
RK 1,325 0,8486
RR 1,278 0,8174

2.2.6 Odstépeni peptidu z nosice

1
Pg
~R' o R

o R
H .
R /K/N TFA/anisol/TIS/DODT/H,O R2 NH,
Y@ e
Y N
NH, o) NH, o)

Pted koncovym odstépenim dipeptidu z nosi¢e bylo provedeno koncové promyti 3x DCM a
3x DEE. Nasledn& byl nosi¢ vysusen proudem vzduchu. Stépeni bylo provedeno zvolenym

Stépnym roztokem o slozeni TFA/anisol/TIS/DODT/H>0 (85/5/5/3/2 = v/v). Reakce probihala
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po dobu 2 hod, pak byla ukoncena odfiltrovanim reakéniho roztoku. Reakce byla opakovana
po dobu 1 hod a pak byla opét ukoncena odfiltrovanim. Nosi¢ byl promyt 1x TFA a 3x DCM.
Roztok byl odpafen na rotacni vakuové odparce az do minimalniho objemu. K ochlazenému
destilacnimu zbytku byl pfidan diethylether. Vylouceny produkt byl filtrovan pies fritu porozity
S4 a zbytkova rozpoustédla byla odstranéna v exsikatoru. Takto pfipraveny surovy peptid byl

ptedan k purifikaci pomoci HPLC.

Vyse uvedenymi metodami byly piipraveny 4 dipeptidy (Obrdzek 11):
e lysyl-lysin-amid (H-Lys-Lys-CONHz, KK)
e lysin-arginin-amid (H-Lys-Arg-COONH2, KR)
e arginyl-lysin-amid (H-Arg-Lys-CONHz, RK)
e arginyl-arginin-amid (H-Arg-Arg-CONHz, RR)

NH HN
2 N NH,
HoN
HoN HN
o
o
HoN NH
HoN NH
O
HoN °
2 H,N
H-Lys-Lys-CONH, H-Lys-Arg-CONH,
KK KR
HN

NH NH, >\—NH2

NH
NH, o} \_>_/<O
HN%LNHMNH = H,N NH
NH, NH, 0
HoN
H-Arg-Lys-CONH, H-Arg-Arg-CONH,
RK RR

Obrazek 11 Struktura ptipravenych dipeptida
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2.3 Purifikace peptidi

Purifikace peptidi byla provedena pomoci RP-HPLC na preparativnim chromatografu
vybaveném vysokotlakymi pumpami, schopnymi pracovat v gradientovém modu,
autosamplerem, PDA a MS detektorem a sbéracem frakci: LC-MS Shimadzu 2020. Mobilnimi
fazemi byly: A = 0,1% HCOOH ve vodé¢; B = acetonitril.

23.1 Piiprava vzorki

Surovy peptid byl rozpustén v piislusSném rozpoustédle na danou koncentraci (Tabulka 7).

Roztok byl prefiltrovan pomoci injekéni sttikacky pies 0,45 pm PVDF filtr.

Tabulka 7 Ptiprava vzorku k purifikaci

Oznac.“:eni Sekvence peptidu Rozpoustédlo Roneentrace
peptidu [mg/ml]
KK H-KK-NH> 1:4 ACN:H>O 100
KR H-KR-NH> 50% ACN 100
RK H-RK-NH> 50% ACN 100
RR H-RR-NH> 50% DMF 75

232 Vlastni purifikace
Typ kolony: kolona XBridge PREP C18 5um OBD™ 50 x 50 mm

Pritok mobilni faze: 30 ml/min
Podminky jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 8).

Detekce probihala pomoci PDA detektoru pti vinové délce 210 nm a MS s ESI ionizaci. Dana
frakce peptidu byla sbirdna pomoci automatického sbérace frakci podle zdznamu z
chromatografu. Posbirané frakce byly shromazd’ovany do sklenéné¢ lahve Duran

odpovidajiciho objemu a znaceny.
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Tabulka 8 Podminky pro HPLC purifikaci

KK KR RK RR
Cas Cas Cas % Cas %

Gradient %B %B

racien (min] (min] [min] B  [min] B

3,00 0,1 3,00 0,1 3,00 0,1 3,00 1,0
7,00 2 7,00 2 7,00 2 7,00 5,0
7,30 75 7,30 75 7,30 75 7,30 75
9,30 75 9,30 75 9,30 75 9,30 75
12,00 0,1 12,00 0,1 12,00 0,1 12,00 1,0

Nastiik [pl] 2000 2000 2000 2000

Sbér frakce [min] 1,50 - 2,75 1,67 -2,93 1,60 — 2,80 1,69 — 2,06

233 Isolace peptidu po purifikaci

Purifikovany peptid byl odpafen na rotacni vakuové odparce dosucha. Nasledné byl 3% promyt
destilovanou H>O a znovu odpafen na minimalni objem, ktery byl kvantitativné pfeveden do
PP nadobky na odbér vzorki adekvatni velikosti, zaparafilmovan a zamrazen. Zamrazeny
vzorek, s otvory vytvofenymi pomoci sterilni jehly v parafilmu, byl lyofilizovan po dobu

minimalné 2 dna.

U pfipraveného vzorku byla na zavér provedena kontrola cCistoty pomoci analytického

RP-HPLC. Ptehled piipravenych peptidl shrnuje Tabulka 9.

Tabulka 9 Ptehled ptipravenych peptid

Peptid Mw I[; ﬁ;l] W[f,ijek
KK 274,36 2,4156 1,4574 60
KR 302,37 2,7144 1,2412 46
RK 302,37 2,6634 2,0993 79
RR 330,39 2,9132 0,1950 7
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2.4 Fyzikalné-chemické metody

Byl pfipraven 2% roztok nativni HA rozpusténim 2 g nativni HA s molekulovou hmotnosti
79kDa v 100 ml demineralizované vody (demi-voda). Byl také pfipraven roztok
vysokomolekuldrni HA o koncentraci 10 mg/ml, resp. 20 mg/ml rozpusténim 1 g HA

s molekulovou hmostnosti 1,01 MDa ve 100 ml, resp. 50 ml demi-vody.

Byly pfipraveny roztoky peptidii v demi-vodé¢. Jednotlivé koncentrace a navazky jsou uvedeny

v tabulce nize:

Tabulka 10 Jednotlivé koncentrace a navazky pfipravenych roztokl peptidi

Koncentrace KK [mg] KR [mg] RK[mg] RR[mg] Hz0 [ml]

2 mg/ml 9,55 10,3 9,92 10,3 5
1 mg/ml 5,02 5,16 5,41 4,61 5
0,5 mg/ml 5,15 5,39 4,64 5,56 10
0,1 mg/ml 2,81 2,79 2,47 2,68 25

Roztok peptidu byl nasledné smichén s roztokem HA v riiznych kombinacich.

Neéktere vzorky s vyssi molekulovou hmotnosti a koncentraci byly pfili§ viskozni, proto mohlo
dojit k nepfesnostem pii pipetovani. Z asovych divodl byl tento problém vyfeSen mirnym

zahfatim né&kterych roztokd.

24.1 Dynamicky rozptyl svétla

Stanoveni dynamického rozptylu svétla (DLS) bylo provedeno na Zetasizer Nano-ZS od firmy
Malvern Instruments ve 20 opakovénich s 10 behy a zprimérovano pro kazdy vzorek. DLS

odezva byla vztazena k viskozité vzorkl a interpretovana podle intenzity.
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Obrazek 12 DLS data pro systém 10 mg/ml 79 kDa HA ve vodé s riznou koncentraci peptidu
RR.
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velikost (d, nm)
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Obriazek 13 DLS data pro systém 10 mg/ml 79 kDa HA ve vod¢ s rtiznou koncentraci peptidu
KK.
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Obrazek 14 DLS data pro systém 10 mg/ml 79 kDa HA ve vod¢ s riznymi peptidy o

koncentraci 2 mg/ml.

242 Reologicka méreni

Reologicka méteni byla provedena na reometru Kinexus Pro+ od firmy Malvern Instruments.
Provedla se steady-state shear flow méfeni v rozmezi smykovych rychlosti 1 — 1000 s! ve tfech
opakovanich pii 25 °C. Byla vyhodnocena zero-shear rate viskozita a vypoctena specificka
viskozita. U méfeni samostatnych peptidi byl problém v citlivosti pfistroje, proto byly

stanoveny jen nejvyssi koncentrace 2 mg/ml. Interakéni parametr byl spocitan nasledovné:

nHA+peptid
NHA + npeptid

kde 7Mua+peptia je viskozita spolecného roztoku HA a peptidu, nua a Mpepiia je Viskozita
samostatného roztoku HA a peptidu o stejné koncentraci jako ve smési. Hodnota A rovna 1
odpovida systému bez specifickych interakci. Tento parametr umoziuje porovnavat interakce i

mezi riznymi koncentracemi a molekulovymi hmotnostmi HA.
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Tabulka 11 Stanovena specificka viskozita a vypocitand A pro dipeptid RR

Mw HA NHA TRR 7(HA+RR) A
79 kDa 5,98394 0,00962 4,48374 0,748093
1 MDa (1%) 3153,058 0,00962 741,09166 0,235038
1 MDa (0,5%) 473,0541 0,00962 146,4266 0,309528
Tabulka 12 Stanovena specificka viskozita a vypocitana A pro dipeptid KK
Mw HA NHA KK T)(HA+KK) A
79 kDa 5,98394 0,01207 3,77086 0,628895
1 MDa (1%) 3153,058 0,01207 1234,79318 0,391616
1 MDa (0,5%) 473,0541 0,01207 109,45828 0,231381
Tabulka 13 Stanovena specificka viskozita a vypocitand A pro dipeptid KR
Mw HA HA KR T)(HA+KR) A
79 kDa 5,98394 0,01474 4,18997 0,698482
1 MDa (1%) 3153,058 0,01474 1528,418 0,484739
1 MDa (0,5%) 473,0541 0,01474 95,31022 0,201472
Tabulka 14 Stanovena specificka viskozita a vypocitand A pro dipeptid RK
Mw HA HA NRK 7)(HA+RK) A
79 kDa 5,98394 0,00707 4,97728 0,830791
1 MDa (1%) 3153,058 0,00707 2225,052 0,705679
1 MDa (0,5%) 473,0541 0,00707 127,9542 0,270481
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Syntéza peptidu a jejich purifikace

Zékladni kroky syntézy peptidii na pevné fazi shrnuje Obrdzek 15.

— Fmoc-AMK

Aktivace
Nosi¢ —

Kondenzace

Nosi¢ Fmoc-AMK

Odstépenichranici s Fmoc-AMK

Odstépeniz Fmoc skupiny
nosice .\ \

ﬂ Aktivace

Peptid Kondenzay

Obrazek 15 Schématické znazornéni prubéhu SPPS

Syntéza peptidli na pevné fazi je zndmou a zcela rutinni chemickou syntézou vyuzivajici rizné
typy polymernich nosicl, rozpoustédel a ¢inidel. SPPS vyuziva rizné typy nosici na zakladé

939697 1ze syntetizovat jak peptidy s C-terminélni

pozadavkii na strukturu peptidu.
karboxylovou (nosi¢ typu Wang), ale i amidickou skupinou (Fmoc-Rink Amide AM nosi¢) ¢i

skupinami jinymi, pfi¢emz volime specifické nosi¢e.”®

Na zdklad¢ literarni reSerSe byly zvoleny nejjednodussi hyaluronan vazajici motivy, tj.
dipeptidy obsahujici bazické aminokyseliny lysin a arginin. Vzhledem k poc¢tu aminokyselin a
moznych kombinaci (variace s opakovanim 2> = 4) byly pfipraveny vSechny 4 varianty — RR,
KR, RK a KK. Pro syntézu uvazovanych dipeptidii byl zvolen Fmoc-Rink Amide AM nosic,
protoze bylo nutné blokovat C-terminalni konec peptidu kvili potlaceni interakci mezi
molekulami dipeptidu. Pokud by byly latky syntetizovany na nosici typu Wang, byly by ziskany

dipeptidy s kyselou C-termindlni karboxylovou skupinou, kterd je schopna interakce
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s bazickymi skupinami lysinu a argininu. Pfiklady néktery interakci zobrazuje Obrdzek 16 a

Obrazek 17.

Obrazek 16 Mozné intermolekularni interakce molekul dipeptidu KR v piipadé volné

C-terminalni karboxylové skupiny.

Obrazek 17 Mozné intramolekularni interakce molekul dipeptidu KR v piipadé volné

C-termindlni karboxylové skupiny.

46



Chemie peptida je naro¢na na syntetické postupy a derivaty, protoze velka ¢ast aminokyselin
obsahuje ve své struktuie postranni fetézce. Pii chemické syntéze peptidii nebo pfi reakcich
jednotlivych aminokyselin je nutné nezapominat na moznou reaktivitu téchto skupin. SPPS
tedy velice ¢asto vyuziva rozli¢nych chranicich skupin nejen v postrannich fetézcich, ale 1 na
aminoskupiné na a-uhliku. Je to zcela logicka uvaha, protoze pii nechranéni reaktivnich skupin
1ze oCekavat celou Skalu nezadoucich vedlejsich reakei. Tyto chrénici skupiny neni mozné volit
nahodné. Je dulezité zachovat princip ortogonality, coz znamena, Ze jednotlivé chranici skupiny
jsou $tépeny v rliznych podminkach.”® Proto byly v minulosti popsany dvé zakladni strategie
chranéni, kterych chemie peptida vyuziva:

1) Fmoc/fBu — vyuzivajici chranéni aminoskupin pomoci Fmoc-, ktera je Stépitelnd
v bazickém prostiedi (nejcastéji 20% piperidinem v DMF), zatimco 7Bu-skupina je
Stépitelna kysele (nejcastéji kyselinou trifluorooctovou);

2) Boc/Bzl — tato strategie je na Ustupu zejména kvili agresivité vyuzivanych Stépicich
smési. Boc- byva nejcastéji Stépen HF, kterd vyzaduje nejen specialni vybaveni, ale také
zpiisnéné pozadavky na bezpeCnost prace. Bzl-skupina je pak odstépovana
hydrogenolyticky.

V ptipad¢ piipravy dipeptidl byly vyuZity pouze 2 aminokyseliny — lysin a arginin. Obé& tyto
latky zachovévaji princip ortogonality a na a-uhliku nesou Fmoc-chranici skupinu, zatimco
w-aminoskupina lysinu je chranéna kysele stépitelnou Boc-skupinou a guanidoskupina argininu
je ochranéna Pbf-skupinou (). Postranni skupiny dipeptidu spolecné s Rink Amide nosi¢em jsou

odstépeny v poslednim kroku syntézy kyselinou trifluorooctovou.

OH

H
o N NH o)
Xy X
o o NH /N N
Y © H H
o NH
o) Y

8%8 s

Obrazek 18 Struktura pouzitych chranénych aminokyselin: Fmoc-Lys(Boc)-OH (vlevo) a
Fmoc-Arg(Pbf)-OH (vpravo)
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Peptid byl purifikovan na koloné XBridge C18 za podminek uvedenych v kapitole 2.3 na strané
39. Z divodu vysoké polarity daného peptidu byla frakce sbirdna pfilis brzy k zacatku analyzy.
Pocatecni koncentrace mobilni faze s vodou byla pouze 0,1 %, ptesto byl pik témét v mrtvém
objemu. Pro pifesnéjsi purifikaci by bylo potfebné pouzit jiny typ kolony, napi. kolony pro
vysoce polarni latky. Lze predpokladat, ze poté by doslo k posunu frakce peptidu déle za Cas
mrtvého objemu. Tato kolona vSak nebyla k dispozici, proto probihala purifikace a nasledné
stanoveni Cistoty na dostupnych kolonach za podminek, jaké jsou uvedeny v Experimentalni
casti.

maL

- PDA Multi 1 210nm,4nm|
]

I

|

1250 |
1000 |

7504 |

250H \

T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 7.5 10,0

min

Obriazek 19 Ukazka chromatogramu (peptid KR)

3.2 Interakce HA s peptidy — DLS a reologie

Pro studium interakce HA s dipeptidy byl pouzit dynamicky rozptyl svétla a reologicka méteni.
DLS umoziuje stanovit velikost objekti pfitomnych v roztoku. Reologie je citliva na zmény

v hydrodynamickém objemu, a proto je ji mozné vztdhnout k mikrostruktufe anebo interakci

ruznych systému.
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Obrazek 20 Piedpokladané mozné reakce peptidu s HA.

DLS analyzou byla pozorovéna ptitomnost Utvari o primérné velikosti zhruba 330 nm se
Sirokou distribuci mezi 100 — 1000 nm pro nativni 79 kDa ve vod¢ (viz. Obrdzek 12 - Obrdzek
14 na stran¢ 42-43). Pritomnost peptidi vedla ke snizeni velikosti objekti stanovenych pro
nativni HA, pro vSechny peptidy a pro vSechny zkoumané koncentrace. Avsak tento pokles byl
velmi mirny v rdmci distribuce velikosti. V pfipad¢ peptidu KK o koncentraci 1 a 2 mg/ml a
peptidu KR o koncentraci 2 mg/ml byla pozorovéana piitomnost velmi malych utvart, které by

mohly odpovidat samostatnym molekulam peptidu.

Pfitomnost peptidi vedla ve vSech pfipadech k poklesu viskozity v porovnani s viskozitou
nativni HA. U roztoku HA o koncentraci 10 mg/ml (Mw 79 kDa) s peptidy byl s rostouci
koncentraci peptidic RR a KK pozorovan asymptomaticky pokles specifické viskozity
(Obrazek 21). Také byla pozorovana riizna odezva pro razné peptidy. To pravdépodobné znaci
ruzné silné interakce a rozdily ve vysledné struktute ¢i v lokalizaci peptidu — v utvaru HA anebo
na jeho povrchu. Peptid KK vedl k nejvyraznéjsimu poklesu viskozity, naproti tomu peptid RR
vedl k mensSimu poklesu. Nejmensi snizeni specifické viskozity bylo zaznamenano u peptidu

RK.
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Obrazek 21 Zavislost specifické viskozity roztoku HA o koncentraci 10 mg/ml (Mw 79 kDa)

na koncentraci riznych peptidi.

U vy$8i molekulové hmotnosti byly pozorovany velmi vyrazné zmény viskozity. Specificka
viskozita roztoku HA o koncentraci 10 mg/ml (Mw 1,01 MDa) klesala s rostouci
koncentraci peptidu RR zhruba do hodnoty 1 mg/ml, poté zlstala konstantni (Obrdzek 22). U
specifické viskozité. Specifickd viskozita roztoku HA stejného sloZeni s peptidem KK
vykazovala nejvyraznéjsi pokles u nejnizsi sledované koncentrace (0,1 mg/ml), poté zlstala
specificka viskozita témét konstantni. Lze tedy pfedpokladat nasyceni interakci dokonce pod
sledovanym rozsahem koncentraci tohoto peptidu. Peptid KR vedl k postupnému poklesu
hodnot specifické viskozity pii vSech sledovanych koncentracich. Podobné tomu bylo u peptidu
RK, u kterého ale doslo k mirnému zvySeni hodnoty u nejvyssi koncentrace. To mohlo byt

zpisobeno zminénymi nepiesnostmi pii piipravé vzorki.
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Obrazek 22 Zavislost specifické viskozity roztoku HA o koncentraci 10 mg/ml (Mw 1,01

MDa) na koncentraci riznych peptidi.

Velmi vyznamny pokles specifické viskozity byl pozorovany i pro roztok HA o koncentraci
5Smg/ml (Mw 1,01 MDa), kde byl pozorovan podobny trend jako u koncentrace 10 mg/ml
(Obrazek 23). Ze ziskanych dat nebylo v tomto ptipadé mozZné stanovit koncentrace, pii kterych
doslo k nasyceni interakci. Na to by bylo potfeba stanovit §irs§i rozsah koncentrace peptidu. To

ale nebylo dopfedu mozné odhadnout, jelikoz se jednalo o prvotni méfeni tohoto systému.
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Obrazek 23 Zavislost specifické viskozity roztoku HA o koncentraci 5 mg/ml (Mw 1,01 MDa)

na koncentraci riznych peptidi.

Snizeni viskozity smési HA + peptid oproti nativni HA vedlo k interakénimu parametru
mensimu nez 1 (Obrdazek 24). To se odrazi ve snizeni hydrodynamického objemu. Ocekavalo
se opacné chovani, kdy by kladné nabité peptidy propojovaly elektrostatickymi interakcemi
fetézce HA a dochézelo by k nartstu viskozity az k tvorbé gelti. Pozorované chovani mutize byt
vysvétleno intramolekuldrnimi interakcemi, pfi¢emz peptidy interaguji s fetézcem uvnitf Gtvart
HA a tim zmenS$uji hydrodynamicky objem. Druhou moZnosti je interakce jen s povrchem
utvarQi HA a jejich stlaceni prostfednictvim elektrostatickych interakei. Silngj$i interakce byly

pozorovany u roztoku HA o koncentraci 5 mg/ml (Mw 1,01 MDa) se vSemi peptidy s vyjimkou
RR.
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Obrazek 24 Porovnani interakéniho parametru pro rizné systémy a peptidy o koncentraci 2

mg/ml.

Na zéklad€ provedenych analyz bylo zjisténo, Ze interakce mezi zkoumanymi peptidy a HA
probihaly intramolekuldarn€, navzdory tomu, ze byly plvodné ocekdvany interakce
intermolekularni. Hlavnim dikazem bylo vyznamné snizeni specifické viskozity, a tim i
hydrodynamického objemu v pfitomnosti peptidi. Nedochéazelo proto k interakcim peptida
s riiznymi fetézci HA, ale spiSe uvnitf ¢i na povrchu jednoho fetézce HA ¢i jim tvotenych utvari
v roztoku, disledkem ¢ehoz dochdzelo ke sniZzovani hydrodynamického objemu téchto ttvara.
Navic bylo pozorovano, ze dochazi k narusovani zapleteninové sit¢ smérem k tvorbé
samostatnych utvard. Nabité peptidy mohly pusobit podobné jako protiionty soli. Rluzné
peptidy mély rtiznou koncentracni zévislost ve smyslu rychlosti poklesu s koncentraci. Také
byly pozorovany limitni koncentrace, kde se interakce nasytily, anebo koncentrace, kde byla
pozorovana odezva pro volny peptid. Toto se téz liSilo pro rizné molekulové hmotnosti a

koncentrace HA.

Na zaklad¢ ziskanych dat neni mozné rozhodnout, ktery peptid vykazuje nejvyraznéjsi
vazebnou afinitu. Lze ale konstatovat, ze dipeptid KK vykazuje vyrazny potencial pro dalsi
studium a charakterizaci zminénych interakci. To mlze byt feSeno v navazujici diplomové
praci. Strukturni korelace by mohla pomoci s upfesnénim, zda interakce probihaji primarné na
povrchu nebo na utvarech HA. Na zodpovézeni této otazky by mohla byt teoreticky vyuzita

fazové citliva voltametrie se stfidavym potencidlem, kterd stanovuje adsorpéné desorpcni
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chovani a interakce s nabitym hydrofobnim povrchem. Dalsi uzite¢nou technikou pro studium
interakci by mohla byt izotermicka titracni kalorimetrie. Zajimavé by bylo i chovani

v ptitomnosti soli — fyziologicky roztok, PBS anebo chovani pii rizném pH.
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4 ZAVER

V ramci bakaléatské prace byly nejprve popsany hyaluronan vazajici peptidy a samotna kyselina
hyaluronova. Obé& tyto komponenty hraji vyraznou roli v lidském téle a jejich deficit miize vést
k porucham viskosuplementace Usticim aZz k poruchdm pohybového aparatu. Jak bylo
v teoretické ¢asti zminéno, je snaha co nejvice omezit farmakologické podévani analgetik pro
tlumeni bolesti a zavadéni invazivnich kloubnich nahrad. Proto je v soucasné dob¢ trendem
vyvijet hydrogely a materidly na bazi synovialni tekutiny, coz vyuziva jak HA, tak HABPs
a jejich fragmenty.

Cilem této bakalarské prace tedy bylo pfipravit rizné typy neselektivnich dipeptidii na bazi
kladn¢ nabitych aminokyselin jako moznych analogii k sekven¢né naroénym hyaluronan
vazajicicm peptidim/proteinim. Byly tedy pfipraveny 4 dipeptidy (lysyl-lysin, arginyl-lysin,
lysyl-arginin a arginyl-arginin) metodou syntézy peptidi na pevné fazi. Pro syntézu byl vyuzit
nosic¢ typu RinkAmide, ktery poskytuje peptid ve forme¢ amidu na C-termindlnim konci. Touto
modifikaci bylo zabezpeceno, ze peptid nebude vykazovat interakce mezi jednotlivymi
molekulami peptidu na zéklad¢ elektrostatickych interakci.

Ptipravené peptidy byly ¢CiStény a analyzovdny pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie, proto byly pro dalsi charakterizace a studium interakci vyuZity ve svém Cistém
stavu.

Pro fyzikdlné-chemicky popis interakci pfipravenych peptidd s HA o riznych délkach
polymerniho fetézce byly vyuzity dynamicky rozptyl svétla a reologickd méfeni. Pomoci DLS
bylo zjiSténo, Ze peptidy s HA tvofi komplex a dochazi k intramolekularnim interakcim
vedoucim ke vzniku polymernich klubek rizné velikosti zavislé na koncentraci peptidi. Bylo
také pozorovano, Ze peptidy zptisobuji pokles specifické viskozity, coz je v rozporu s ptivodni
hypotézou, ze kladné nabité peptidy budou slouZit jako hydrogelatory a povedou k tvorbé
hydrogela.

Na zakladé vySe uvedeného lze konstatovat, ze stanovené cile bakalaiské prace byly splnény.
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