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SEZNAM ZKRATEK

Monosacharidy

aMan 2,5-anhydro-D-mannosa

aManpmp 1-deoxy-1,1-bis(1-fenyl-3-methyl-5-o0x0-2-pyrazolin-4-yl)-2,5-anhydro-D-
mannosa

GlcA D-glukuronova kyselina

GlcApmp 1-deoxy-1,1-bis(1-fenyl-3-methyl-5-oxo-2-pyrazolin-4-yl)-D-glukuronova
kyselina

GIcN D-glukosamin

GIcNAc N-acetyl-D-glukosamin

GIcNAcpump 1-deoxy-1,1-bis(1-fenyl-3-methyl-5-oxo0-2-pyrazolin-4-yl)-N-acetyl-D-
glukosamin

GIcNpmp 1-deoxy-1,1-bis(1-fenyl-3-methyl-5-oxo-2-pyrazolin-4-yl)-D-glukosamin

AGIcA 4,5-dehydro-D-glukuronova kyselina

Oligosacharidy

aX oligosacharidy hyaluronanu s X monosacharidovymi jednotkami, které maji
na neredukujicim konci GlcA a na redukujicim konci aMan; napt. a4 oznacuje
GlcA-GlcNAc-GlcA-aMan

aXpmp oligosacharidy hyaluronanu s X monosacharidovymi jednotkami, které maiji
na neredukujicim konci GlcA a na redukujicim konci aManpwmp; napt. a4pmp
oznacuje GlcA-GlcNAc-GlcA-aManpmp

Xpmp oligosacharidy hyaluronanu s X monosacharidovymi jednotkami, které maji
na neredukujicim konci GIcA a naredukujicim konci GlcApwp; napt. 3pmp
oznacuje GlcA-GlcNAc-GlcApmp

XyZz oligosacharidy hyaluronanu s X monosacharidovymi jednotkami, z nichz Y
jednotek je GlcN, ZZ urcuje monosacharid na neredukujicim a redukujicim
konci: N odpovida GlcNAc nebo GIcN, A odpovida GlcA, oligosacharidy bez
uvedeného ZZ maji ZZ rovno AN; napfi. 30NN oznacuje GIcNAc-GlcA-GlcNAc

AXypmp oligosacharidy hyaluronanu s X monosacharidovymi jednotkami, z nichz Y
jednotek je GIcN, majici na neredukujicim konci AGIcA a na redukujicim
konci GlcNAcpmp (pro Y < X/2) nebo GlcNpmp (pro Y = X/2); napi. A4z pmp
oznacuje AGlcA-GIcN-GIcA-GlcNpmp

AXyZZ oligosacharidy hyaluronanu s X monosacharidovymi jednotkami, z nichz Y

jednotek je GlcN, majici na neredukujicim konci AGIcA, ZZ urcuje monosa-
charid na neredukujicim a redukujicim konci: N odpovida GlcNAc nebo GIcN,
A odpovida AGIcA nebo GlcA, oligosacharidy bez uvedeného ZZ maji ZZ
rovno AN; napr. A3:44 oznacCuje AGlcA-GlcN-GIcA



Veliciny

DD stuperi deacetylace

DD# zdanlivy stupen deacetylace v enzymatickém modelu ndhodné distribuce
i pocet disacharidovych jednotek

M, pocetné primérna molarni hmotnost

M, hmotnostné primérna molarni hmotnost
M, /M, disperzita molarni hmotnosti

R relativni zastoupeni oligosacharidu

RRF relativni odezvovy faktor

Xn' orientacni molarni zlomek oligosacharidu ve smési
Xi, Xn molarni zlomek oligosacharidu ve smési

& molarni absorp¢ni koeficient

Ostatni

ACN acetonitril

aq. vodny roztok

BTH bovinni testikularni hyaluronidasa

Bu butyl

daHA deacetylovany hyaluronan

ESI ionizace elektrosprejem

Et ethyl

HA hyaluronan

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
IUPAC Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii
MALLS viceuhlovy rozptyl svétla

Me methyl

MS hmotnostni spektrometrie

NMR nukledrni magneticka rezonance

PAD pulzni ampérometricka detekce

PMP 1-fenyl-3-methyl-2-pyrazolin-5-on

QqTOF hmotnostni spektrometr kombinujici kvadrupo6l a analyzator doby letu
RP reverzni faze

SEC rozmérove vylucovaci chromatografie
SpHyl hyaluronidasa ze Streptococcus pneumoniae



THF
TMSP-d,
TSH
UHPLC
uv

tetrahydrofuran

sodna stl 3-(trimethylsilyl)propanové-2,2,3,3-ds kyseliny
hyaluronidasa z Talaromyces stipitatus

ultravysokotlaka kapalinova chromatografie

ultrafialové zareni



ABSTRAKT

Instituce: Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Skolici pracovisté: Katedra analytické chemie; Contipro a. s.

Kandidat: Ing. Jakub Sedlacek

Skolitel: doc. RNDr. Dalibor §atinsk)'1, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Martina Hermannova, Ph.D.

Nazev dizerta¢ni prace: Studium distribuce substituenti v derivatech na bazi
hyaluronanu

Derivaty na bdazi hyaluronanu nachazeji uplatnéni v fadé medicinskych odvétvi.
Pripravované derivaty byvaji charakterizovany molarni hmotnosti a stupném substituce,
nicméné tyto parametry neumoznuji odlisit derivaty s rozdilnou distribuci substituentt
podél retézce, které mohou vykazovat rozdilné makroskopické vlastnosti. Z toho dtivodu
jsou potfebné metody, které dokazou distribuci substituentii postihnout. Pfedkladana
diserta¢ni prace pojedndva o stanoveni distribuce aminoskupiny v deacetylovaném
hyaluronanu. Teoreticka ¢ast zac¢ina popisem hyaluronanu, jeho struktury a jeho derivata.
Nasledné se zaméruje na deacetylovany hyaluronan, na jeho vyuziti, ptripravu a
charakterizaci, pricemz hlavni zajem je vénovan jeho depolymerizaci na oligosacharidy
pomoci deaminac¢niho Stépeni nebo pomoci enzymi Stépicich hyaluronan. Nakonec jsou
uvedeny priklady metod pouzitych pro analyzu oligosacharidii hyaluronanu pomoci
kapalinové chromatografie. Experimentalni ¢ast popisuje pripravu vzorki deacetylovaného
hyaluronanu, stanoveni jejich molarnich hmotnosti rozméroveé vylu¢ovaci chromatografii a
stanoveni jejich stupné deacetylace pomoci protonové nuklearni magnetické rezonancni
spektroskopie. Nejvétsi pozornost se poté soustiedi na vyvoj dvou metod pro stanoveni
distribuce aminoskupin podél tetézce. Prvni je zaloZena na deaminaénim S$tépeni
deacetylovaného hyaluronanu Kkyselinou dusitou a nasledné derivatizaci vzniklych
oligosacharidli 3-methyl-1-fenyl-2-pyrazolin-5-onem. Druha je zaloZena na enzymatickém
Stépeni hyaluronidasou ze Streptococcus pneumoniae a na stejné derivatizaci. Ziskané smési
oligosacharidii jsou v obou metodach analyzovany pomoci kapalinové chromatografie na
reverzni fazi. Nasledné jsou experimentdlni distribuce oligosacharidii porovnany
s teoretickymi modely nahodné distribuce. Ze srovnani vyplyva, Ze deacetylace
hyaluronanu neprobfha zcela nahodné. Konkrétné deacetylace daného N-acetyl-D-
glukosaminu sniZuje pravdépodobnost, Ze k deacetylaci dojde v sousedni disacharidové

jednotce.



ABSTRACT

Institution: Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Department of Analytical Chemistry; Contipro a. s.
Candidate: Ing. Jakub Sedlacek

Supervisor: doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Co-supervisor: Mgr. Martina Hermannova, Ph.D.

Title of the thesis: Studying the distribution of substituents in derivatives based

on hyaluronan

Derivatives based on hyaluronan have found applications in various areas of medicine.
Prepared derivatives are commonly characterized by their molar mass and their degree of
substitution, however, such parameters are unable to distinguish among derivatives with
different distributions of substituents along the chain, which may exhibit different
macroscopic properties. For this reason, methods to determine the distribution of
substituents along the chain are needed. The presented thesis deals with the determination
of distribution of amino groups in deacetylated hyaluronan. The theoretical part starts with
a description of hyaluronan structure and of its derivatives. Next, the application, the
preparation, and the characterization of deacetylated hyaluronan are discussed, focusing
particularly on its depolymerisation into oligosaccharides using deaminative cleavage or
enzymes that degrade hyaluronan. Finally, examples of liquid chromatographic methods
used to analyse hyaluronan oligosaccharide are presented. The experimental part describes
the preparation of samples of deacetylated hyaluronan, the determination of their molar
masses using size-exclusion chromatography, and the determination of their degree of
deacetylation using proton nuclear magnetic resonance spectroscopy. Besides, the main
attention is paid to the development of two methods to determine distribution of the amino
groups. The first method is based on deaminative cleavage with nitrous acid and subsequent
labelling of obtained oligosaccharides with 3-methyl-1-phenyl-2-pyrazoline-5-one. The
second method is based on enzymatic cleavage with hyaluronidase from Streptococcus
pneumoniae and the same subsequent labelling. To analyse the labelled oligosaccharides,
reversed phase liquid chromatography is employed in both methods. Subsequently, the
experimental oligosaccharide distributions are compared with theoretical random
distribution models. The comparison indicate that deacetylation of hyaluronan does not
occur completely randomly. Specifically, deacetylation of specific N-acetyl-D-glucosamine

reduce the probability of deacetylation in the neighbouring disaccharide unit.
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CILE A ZADANI PRACE

Prvnim cilem prace byla reserSe odborné literatury se zamétfenim na analyzu distribuce
substituentti v derivatech polysacharidli a na analyzu oligosacharidd hyaluronanu a jeho
derivatd. Druhym cilem bylo studium distribuce aminoskupin v deacetylovaném hyaluro-

nanu, ktery byl zvolen jako vhodny zastupce derivati hyaluronanu.
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1 Uvop

Derivaty hyaluronanu v soucasnosti nachazeji uplatnéni v fadé medicinskych odvétvi (Kuo,
2006). Pripravované derivaty jsou zpravidla charakterizovany molarni hmotnosti a
stupném substituce, nicméné tyto parametry neumoznuji odliSit derivaty s rozdilnou
distribuci substituentli podél tetézce, které mohou vykazovat odliSné makroskopické
vlastnosti. Z toho divodu je dilezité mit k dispozici metody, které jsou schopné odliSnou
distribuci substituentd postihnout. Takové metody, zaloZené na depolymerizaci, byly dosud
vyvinuty pro rozli¢né derivaty Skrobu, celulosy (Mischnick & Momcilovic, 2010), pektinu
(Remoroza, Buchholt, Gruppen, & Schols, 2014) nebo xanthanu (Kool, Gruppen, Sworn, &
Schols, 2013), ovSem pro derivaty hyaluronanu je jich zndmo pouze nékolik, navic
omezenych na hyaluronan zesitovanany 1,4-bis(2,3-epoxypropoxy)butanem (Kenne et al,,

2013; Wende et al,, 2016; Yang, Guo, Zang, & Liu, 2015).

V predkladané praci byl pro studium distribuce substituenti zvolen deacetylovany
hyaluronan, ktery patfi mezi nejjednodussi derivaty hyaluronanu. Cilem prace bylo: (i)
pripravit vzorky deacetylovaného hyaluronanu s rtiznou molarni hmotnosti a riznym
stupném deacetylace (DD); (ii) popsat vliv vychozi molarni hmotnosti, reakéni teploty a
pritomnosti sulfolanu v reak¢ni smési na stupen deacetylace; (iii) vyvinout metody, které
by za pomoci chemické nebo enzymatické depolymerizace umoznovaly stanovit distribuci
aminoskupin podél retézce v pripravenych vzorcich; (iv) popsat vliv deacetylacnich

podminek na distribuci aminoskupin.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 HYALURONAN

Hyaluronan (kyselina hyaluronova, HA) je pfirodni linearni polysacharid, v jehoZ primarni
struktufe (obr. 1.1a) se pravidelné stridaji D-glukuronova kyselina (GlcA) a N-acetyl-D-
glukosamin (GlcNAc), spojené (-(1—3)- a B-(1—4)-glykosidovymi vazbami (Hirano &
Hoffman, 1962). Je Siroce rozsifen v pojivové tkani obratlovcti (Robert, Robert, & Renard,
2010). Ve vysokych koncentracich se nachazi napiiklad ve sklivci, pupecni $niife, kiiZi nebo
Kloubni tekuting, kde v diisledku viskoelasticity a schopnosti zadrZovat vodu za vzniku gelu
slouzi jako mazadlo a tlumi¢ narazi. Tyto vlastnosti jej spolu s unikatni biokompatibilitou a
neimunogenitou (hyaluronan nevyvolava imunitni odpovéd’) predurcuji pro vyuziti v radé
medicinskych odvétvi: pti operacich sedého zakalu, pti 1é¢bé osteoartrézy, pro zlepseni

hojeni ran nebo redukci vrasek (Kuo, 2006).

(a) (b) (c)

Lo
e
L
WQ
Lo

Obr. 1.1 Struktura hyaluronanu: (a) primarni: poly[(1—4)-B-D-glukopyranosyluronova
kyselina-(1—3)-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glukopyranosyl]; (b) sekundarni, priklady: i
Sroubovice se ¢tyfmi disacharidy na zavit v krystalové struktui'e sodné soli, ii. Sroubovice

se ¢tyi'mi disacharidy na zavit z molekularné dynamické simulace, iii. Sroubovice se dvéma
disacharidy na zavit, prevzato z lit. (Almond, DeAngelis, & Blundell, 2006); (c) terciarni,
priklady: i antiparalelni dvouSroubovice v krystalové struktutfe Castecné protonované
draselné soli, prevzato z lit. (Sheehan, Gardner, & Atkins, 1977), ii. struktury na povrchu
slidy zobrazené pomoci mikroskopie atomarnich sil, prevzato z lit. (Cowman et al.,, 2005).
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Zatimco v minulosti se hyaluronan ziskaval z kohoutich hrebink(, dnes je jeho hlavnim
zdrojem mikrobialni fermentace. Priimyslova produkce je nejcastéji zaloZzena na bakteriich
rodu Streptococcus, nicméné bylo popsano i pouZiti bakterie Bacillus subtilis (Widner et al.,
2005). V roce 2019 cinila hodnota svétového obchodu s hyaluronanem 9,1 miliardy
americkych dolard (Grand View Research, 2019). S ohledem na 26% nartst poc¢tu pacientt
trpicich osteoartrézou mezilety 2000 a 2010 lze predpokladat, Ze poptavka po hyaluronanu

pouzivanému pro viskosuplementaci dale poroste (Liu, Liu, Li, Du, & Chen, 2011).

Retézce hyaluronanu zaujimaji diky nekovalentnim interakcim riizné sekundarni a terciarni
struktury (Blundell, DeAngelis, & Almond, 2006), jejichZ charakterizaci byla vénovana rada
prehledovych pojednani (tab. 1.1). Zatimco vétSina badateli oznacuje za sekundarni
strukturu konformaci retézce (obr. 1.1b) vzniklou rotaci jednotek GlcA a GlcNAc kolem
glykosidovych vazeb (Blundell, DeAngelis, & Almond, 2006; Mikelsaar & Scott, 1994; Yaffe,
Almond, & Blanch, 2010), Kuo (2006) ji omezuje na vzajemnou polohu funkénich skupin a
konformaci retézce povazuje jiZ za strukturu terciarni. Ostatni autofi naproti tomu za
terciarni strukturu povaZzuji dva a vice vzajemné spojenych retézcii (obr. 1.1c). Existence
sekundarni a terciarni struktury hyaluronanu byla prokazana v pevné fazi rentgenovou
difrak¢ni analyzou a po depozici na povrch mikroskopii atomarnich sil a elektronovou
mikroskopiif (Cowman, 2017), nicméné ve vodném roztoku je existence tercidrni struktury

dosud predmétem zkoumani (Matteini et al., 2009; Yaffe, Almond, & Blanch, 2010).

Tab. 1.1 Vybrana prehledova pojednani o sekundarni a terciarni struktufre hyaluronanu.

Zahrnuté Pocet

Popsané struktury obdobit c1tovan/ych Literatura
pracit

v pevné fazi, vroztoku, 1944-1996 71 Lapcik, Lapcik, De Smedt,
na povrchu Demeester, & Chabrecek (1998)
v pevné fazi, vroztoku  1953-2000 17 Sheehan & Almond (2001)
v roztoku 1991-2001 11 Day & Sheehan (2001)
v roztoku 1951-2002 35 Hardingham (2004)
v pevné fazi, vroztoku  1963-2003 56 Milas & Rinaudo (2004)
v pevné fazi, vroztoku, 1945-2005 161 Cowman & Matsuoka (2005)
na povrchu
v pevné fazi, vroztoku, 1960-2017 55 Cowman (2017)
na povrchu

tPocet citovanych praci a obdobi, ze kterého pochdazeji, zahrnuje pouze prace tykajici se sekundarni
a terciarni struktury hyaluronanu, nikoli v§echny prace citované v pojednani.
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Zakladni charakteristikou hyaluronanu je pocet disacharidovych jednotek (GlcA-GlcNAc)
v Fetézci (zde znaceny i). Pro popis realnych vzorkil, které obsahuji fetézce s riznym
poctem disacharidovych jednotek, se zavadi (Stepto, 2010) pocetné priimérna molarni

hmotnost (M,) a hmotnostné primérna molarni hmotnost (M):

n= ZZLIJV]NJ (1.1
_LMPN;
Mo =S5 (12)

kde N;je pocet fetézcti s molarni hmotnosti M;. Pomér M.,/M, se nazyva disperzita molarni
hmotnosti a obvykle se pouziva spolu s M,, pti charakterizaci vzorku namisto M,. Techniky
vhodné pro stanoveni molarnich hmotnosti HA shrnuli Cowman & Mendichi (2004). Mezi
Casto pouZivané patii rozméroveé vylu¢ovaci chromatografie spojena s detekci vicetthlového
rozptylu svétla (SEC-MALLS), kterd analyzuje celkovou distribuci molarnich hmotnosti ve

vzorku (CoZikova et al., 2017) a umoziiuje urcit M, a M,, soucasné.

2.2  DERIVATY HYALURONANU

Derivaty hyaluronanu jsou pripravovany s cilem zpomalit biodegradaci nebo zménit funkci
v organizmu (Schanté, Zuber, Herlin, & Vandamme, 2011; Tripodo et al., 2015). Disacha-
ridova jednotka hyaluronanu miiZe byt derivatizovana na ¢tyrech zakladnich mistech: na
karboxylové skupiné, na acetamidové skupin€, na hydroxylovych skupinach a na uhlikové
kostie (obr. 1.2). Nezavislost Fetézcl se pii derivatizaci bud’ zachovava, nebo dochazi

k jejich kovalentnimu spojeni, zesitovani.

Zakladni veli¢inou, kterd charakterizuje nezesitované derivaty, je stupen substituce,
definovany jako priimérny pocet derivatizaci na jednu disacharidovou jednotku (Finelli et
al,, 2014; Chmelar et al., 2017). Pouze u deacetylovaného hyaluronanu (Hirano, Ishigami, &
Koga, 1975) se historicky dava prednost stupni deacetylace (DD) pted stupném substituce

acetylovymi skupinami (DSuc), ktery je s nim spojen nasledujicim vztahem:
DD =1—DS,, (1.3)

Charakterizace zesitovanych derivatli vyZaduje kromé stupné substituce pouziti nékolika
dalSich parametrt, jako jsou napriklad stupen modifikace, stupen zesiténi a efektivita

sitovani (Kenne et al., 2013).
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Obr. 1.2 MoZnosti derivatizace disacharidové jednotky hyaluronanu. Reakce, u nichZ neni
uvedena citace, byly prevzaty z lit. (Schanté, Zuber, Herlin, & Vandamme, 2011).

Struktura derivatd je stejné jako struktura samotného hyaluronanu hierarchicka, ovsem jeji
popis navic zahrnuje distribuci substituentli na kazdé z irovni (Mischnick & Momcilovic,
2010). Primarni struktura daného derivatu je ur¢ena druhem substituentt, jejich distribuci
vramci disacharidové jednotky, stupném substituce a jejich distribuci podél tetézce.
Sekundarni struktura je urcena konformaci retézce a terciarni je urcena typem agregatd,

které z derivatu vznikaji, a distribuci substituentli uvnitf téchto agregatu.

Stanoveni distribuce substituentii podél retézce polysacharidii se v poslednich letech
vénuje znacna pozornost, nebot derivaty se stejnym stupném substituce mohou vykazovat
odlisné makroskopické vlastnosti (obr. 1.3), zapri¢inéné pouze rozdilnou distribuci
substituentii podél retézce (Enebro, Momcilovic, Siika-Aho, & Karlsson, 2007; Yu et al,
2019). U malého poctu derivatili, mezi néz se radi napiiklad chitosan (Kumirska etal., 2010),
lze distribuci substituenti urcit primo z 1H a 13C NMR spekter polymernich vzorki, ovSem
u zbyvajici vétsSiny, do které patii i derivaty hyaluronanu, je nutné vzorek pred stanovenim
distribuce substituentli rozstépit na oligosacharidy (Mischnick, 2011). Nejpodrobnéjsi
protokol stanoveni distribuce s vyuzitim depolymerizace dosud popsali Mischnick &
Momcilovic (2010). Jejich postup je nasledujici: (i) analyzovany vzorek je, pokud moZzno,
persubstituovan deuterovanym analogem substituentu, aby byla zajiSténa nahodnost
Stépeni; (ii) vzorek je chemicky nebo enzymaticky rozStépen na oligosacharidy, které jsou
separovany, charakterizovany a kvantifikovany; (iii) ziskané molarni zlomky oligosa-
charidd se porovnaji s teoretickymi zlomky, vypocitanymi pomoci modelu nahodné
distribuce substituentli; (iv) na zakladé srovnani se distribuce oznaci za nahodnou,
blokovou, nebo pravidelnou (obr. 1.4). Vzhledem ke své pracnosti se vSak tento postup

ziidka provadi cely. NejCastéji se stanoveni omezuje na krok (ii), jak tomu v minulosti bylo
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napriklad u hyaluronanu zesitovaného 1,4-bis(2,3-epoxypropoxy)butanem, jehoZ struk-
tura je ze vSech derivatl hyaluronanu nejvice prostudovana (Kenne et al., 2013; Wende et

al, 2016; Yang et al,, 2015).

(a) (b)
Rheometry Substituent distribution ABABAB-OH AAABBB-0OH
1.50 1 — — — M’ __ —> Moreheterogeneous - -
LVER OF £
® 1004 = =
i ‘, — -Tli\IER —— Less heterogeneous ! M}J‘ 3 J/V"M—-‘_-‘
& 0501 0.5 1 15 2 0.5 1 1.5 F
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0000  OO000 (%) Ay ) S
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CMC A 0,47 £ 0,06 0,15+0,02 "% 20 30 S 20 30
20 20

Obr. 1.3 Piiklady derivati se stejnym stupném substituce, které vykazuji odliSné
makroskopické vlastnosti diky rozdilné distribuci substituenti podél retézce: (a) roztok
karboxymethylcelulosy B (CMC B) ma vyssi viskozitu diky vy$$imu podilu nesubstituované
cellotetraosy a cellopentaosy v fetézci, upraveno z lit. (Enebro et al., 2007); (b) hexasacharid
methylcelulosy s pravidelnou distribuci je v pevné fazi usporadanéjsi nez hexasacharid
s blokovou distribuci, jak doklada vypocitana radialni distribu¢ni funkce (nahotre) a jeho
praskovy rentgenovy difraktogram (dole), A = D-glukopyranosa, B = 3-0-methyl-D-gluko-
pyranosa, upraveno z lit. (Yu et al,, 2019).

2.3 DEACETYLACETYLOVANY HYALURONAN1

Deacetylovany hyaluronan (daHA) je jednim z nejjednodussich derivati HA, nebot vznika
odstépenim N-acetylové skupiny z GIcNAc, ¢imz je urCen jak druh substituentu, tak jeho
distribuce v ramci disacharidové jednotky, a tedy pro popis primarni struktury kazdého
vzorku daHA zbyva urdit jeho stupeiti deacetylace a distribuci D-glukosaminovych jednotek

(GIcN) podél retézce (obr. 1.4).

Je cenény jako vychozi latka pro pripravu biomateriald, jelikoZz umoznuje selektivni
substituci na aminoskupiné GlcN jednotek a jeho stupen deacetylace miize dosahovataz 100
%. Dosud byl pouzit k pripravé rady nezesitovanych i zesitovanych biomaterialti. Piiklady
nezesitovanych derivati zahrnuji: (i) N-[3H]acetylovany HA (Cleland, 1979; Ho0Kk,
Riesenfeld, & Lindahl, 1982); (ii) rozmanité N-acylamidy HA (Babasola, Rees-Milton, Bebe,

1Tento oddil byl s ipravami ptevzat z lit. (Sedla¢ek, Hermannova, Satinsky, & Velebny, 2020). Pretisk
tohoto ¢lanku je zarezen jako ptiloha II.
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Wang, & Anastassiades, 2014; Bellini & Topai, 1999); (iii) ¢astecné N-sulfatovany HA,
vykazujici antikoagulac¢ni vlastnosti (Crescenzi, Francescangeli, Renier, & Bellini, 2002); (iv)
konjugaty HA s nukleovymi bazemi (Wada, Chirachanchai, [zawa, Inaki, & Takemoto, 1994;
Wada, Chirachanchai, Izawa, Inaki, & Takemoto, 1995); (v) HA derivatizovany S-nitroso-
thiolovymi skupinami, z nichZ se postupné uvolnuje oxid dusny (Renier & d’Este, 2013).
Priklady zesitovanych derivati zahrnuji hydrogely vytvorené z daHA: (i) Ugiho reakci
s formaldehydem a cyklohexyl izokyanatem (Crescenzi, Francescangeli, Renier et al.,, 2002;
Crescenzi, Francescangeli, Segre et al., 2002); (ii) kondenzac¢ni reakci s glutaraldehydem
(Crescenzi, Francescangeli, Segre et al.,, 2002) nebo s aldehydem HA (Buffa et al., 2015); (iii)

nekonventni asociaci s alginatem (Oerther et al., 2000).

OBEOB8COBOOBBO0 pravidelns
OBBOB0COBBOOBEO nihodns

S808C8000OMOOEMO® vice heterogenni
808880 8COCOO00 blokova

@ = GicA-GlcNAC (O =GlcA-GlcN

Obr. 1.4 Schematické znazornéni ¢tyr retézcli deacetylovaného hyaluronanu se stupném
deacetylace 50 %, které maji odliSnou distribuci: blokovou, vice heterogenni, ndhodnou

nebo pravidelnou, upraveno z lit. (Mischnick & Momcilovic, 2010).

Kromé pripravy biomateriali ma daHA vyznam pfi studiu starnuti lidské kiize, nebot jeho
koncentrace v kiiZi roste s vékem (Longas et al., 2003; Longas, Russell & He, 1986, 1987).
Navic ve srovnani s hyaluronanem podobné molarni hmotnosti vykazuje nizsi viskozitu
roztokll (Kim & Kim, 2011), nizs$i schopnost zadrzovat vodu (Zhang et al., 2013) a nizsi

schopnost aktivovat antigen prezentujici buiiky (Zhang et al., 2014).

2.3.1 Priprava deacetylovaného hyaluronanu

2.3.1.1 Chemicka deacetylace

Chemicka deacetylace hyaluronanu vyzaduje silné zasadité nebo kyselé prostiedi a teploty
od 55 °C do 105 °C. Za téchto podminek vSak zejména v kyselém prostiedi (Nimptsch et al,,
2010; Tgmmeraas & Melander, 2008) probiha vedle deacetylace hydrolyza glykosidovych
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vazeb, ktera vede k rozsahlé depolymerizaci, jak ukazuje nasledujici srovnani. Zatimco pri
deacetylaci bazi doslo k nartistu DD na 79 % a k poklesu molarni hmotnosti z 2000 kg
mol-! na 24 kg mol-! (Zhang et al, 2013), pti deacetylaci kyselinou poklesla molarni
hmotnost z 1200 kg mol-! na 24 kg mol-1, ani% by DD vzrostl na vice neZ 1 % (CoZikova et

al,, 2017). Z toho divodu se pro chemickou deacetylaci pouzivaji vyhradné baze.

Zpocatku se pro deacetylaci pouzivaly predevSim roztoky hydroxidu sodného (Wada et al,,
1994, 1995; Jeanloz & Forchielli, 1951), ovSem postupné je nahradily bezvody N:H.
(Oerther etal., 2000; Zhang et al,, 2013) a N2H4-H20 (Babasola et al., 2014; Buffa et al., 2015;
Crescenzi, Francescangeli, Renier et al, 2002), v nichZ byl rozpus$tén siran hydrazinia
slouzici jako katalyzator reakce (Inoue & Kitajima, 1985). Divodem pro nahrazeni byla
degradace uhlikového skeletu GIcNAc, k niz dochdazi v roztocich hydroxidu sodného (Tokita
& Okamoto, 1995). Naproti tomu v N2Hs a N2H4-H20 dochazi pouze k ¢astecné konverzi
karboxylovych skupin v GIcA na hydrazidové skupiny (obr. 1.5), které Ize po probéhnuti

deacetylace prevést zpét na karboxylové pomoci kyseliny jodi¢né (Shaklee & Conrad, 1984).

OH
(0] HO (0]
OH NH OH _(\NH OH NH,
n m
_<\O S

R = COOH, CONHNH,
I: R = COOH

Obr. 1.5 Deacetylace hyaluronanu hydrazinem s naslednym rozkladem hydrazidd, obecné
reakéni podminky: i. NoHa, N2H4-H20, nebo N2Hs-H»0 a sulfolan, N2HeSO4, zahtivani; ii. HIOs3,
nasledné HI; grafické znazornéni chemickych vzorcti odpovida doporuceni IUPAC pro
polymery (Hiorns et al., 2012).

2.3.1.2 Enzymatickd deacetylace

Enzymaticka deacetylace probiha na rozdil od chemické deacetylace za mirnych podminek
a bez vyznamné hydrolyzy hyaluronanu, vyZaduje vSak enzymy zvané hyaluronan-N-
deacetylasy, které nejsou komerc¢né dostupné. Dosud byly popsany Ctyii zastupci této
skupiny. Dvé deacetylasy izolovali Kim & Kim (2011) z Aspergillus nidulans a Scopulariopsis
brevicaulis a prokazali, Ze jsou schopné deacetylovat hyaluronan s molarni hmotnosti 1400
kg mol-1. Konkrétné po inkubaci s deacetylasou z Aspergillus nidulans (pH 8,5, 40 °C) vzrostl
DD na 4,2 % a po inkubaci s deacetylasou ze Scopulariopsis brevicaulis (pH 7,5, 55 °C) vzrostl

DD na 10,6 %. Tretim zastupcem je lidska hyaluronan-N-deacetylasa, kterou charakte-
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rizovali a z lidské klize izolovali Longas et al. (2003, 2014) a Longas, Tinkle-Pereira, Dubec,
& Park (2007). Jeji aktivita v homogenatu kize byla demonstrovana na hyaluronanu
z kohoutich hiebinki (pH 7,86, 37 °C). Poslednim znamym zastupcem je deacetylasa, ktera
byla identifikovana jako kontaminace v bovinni testikularni hyaluronidase. Bylo zjisténo, Ze
odstépuje acetylovou skupinu z GlcNAc na redukujicim konci oligosacharidti hyaluronanu,

a jeji optimalni pH a reakéni teplota byly stanovena na 6,0 a 40 °C (Chen et al., 2009).

2.3.2 Stanoveni stupné deacetylace

Na stanoveni stupné deacetylace (DD) lze nahliZet jako na dvoukrokovy proces. V prvnim
kroku se stanovi mnoZzstvi GIcN nebo GlcNAc jednotek ve vzorku, pricemz podle
stanovované jednotky se metody déli na piimé, které stanovuji GIcN, a neptrimé, které
stanovuji GlcNAc. Mezi pfimé metody patii predevsim kolorimetrie a acidimetrie, které tézi
z chemické reaktivity aminoskupin v jednotkach GlcN. Na druhé strané nepfimé metody
zahrnuji témér vyluéné 'H NMR spektroskopii, jelikoZ signal acetylovych protont GIcNAc
jednotek Ize snadno odecist z 1H NMR spektra vzorku. Ve druhém kroku se mnozstvi GlcN
nebo GIcNAc jednotek vydéli celkovym mnoZstvim disacharidovych jednotek, které je
mozné vyjadrit nékolika riznymi zptisoby: (i) jako mnoZstvi GlcA jednotek ve vzorku daHA
(Babasola et al., 2014; Wada et al, 1994), (ii) jako mnozstvi GIcN jednotek ve zcela
deacetylovaném daHA (Buffa et al., 2015; Crescenzi, Francescangeli, Renier et al., 2002),
nebo (iii) jako mnoZzstvi GIcNAc jednotek v nativnim HA (Crescenzi, Francescangeli, Renier
etal,, 2002; Dahl, Laurent, & Smedsrgd, 1988; Wada et al., 1994; Zhang et al., 2013). VSechny
metody, které byly dosud pouZity ke stanoveni DD, shrnuli Sedla¢ek, Hermannov4, Satinsky,

& Velebny (2020).

2.3.3 Stanoveni distribuce substituentii podél retézce

Zatimco distribuce aminoskupin a sulfatovych skupin v heparansulfatu byla v minulosti
podrobné analyzovana s vyuzitim depolymerizace (Spencer, Bernanke, Buczek-Thomas, &
Nugent, 2010; Westling & Lindahl, 2002), distribuce aminoskupin v ptibuzném daHA byla
zatim charakterizovana pouze neprimo. Babasola et al. (2014) rozdélili pomoci gelové
filtrace daHA podle molarni hmotnosti na frakce, u kterych stanovili DD. JelikoZ pozorovali,
Ze srostouci molarni hmotnosti vykazuji frakce vy$si hodnotu DD (obr. 1.6), navrhli
hypotézu, ze distribuce aminoskupin v daHA je blokova, nicméné analyzu s vyuzitim
depolymerizace, ktera je pro spravné stanoveni distribuce potrebna (Mischnick, 2011),

neprovedli.
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Obr. 1.6 Zavislost stupné deacetylace, vyjadreného jako molarni pomeér GlcN/GlcA, na
molarni hmotnosti frakci daHA ziskanych gelovou filtraci na polyethersulfonovych
centrifugac¢nich kolonach. Prevzato z lit. (Babasola et al. 2014).

2.4 STEPENf DEACETYLOVANEHO HYALURONANU NA OLIGOSACHARIDY
2.4.1 Deaminacni Stépeni

Deaminacni $tépeni kyselinou dusitou generovanou in situ patii mezi zavedené metody
depolymerizace glykosaminoglykant (Han, Zeng, Lu, & Zhang, 2015; Riesenfeld & Rodén,
1990; Westling & Lindahl, 2002). Kyselina dusita pfi ném reaguje selektivné s primarni
aminoskupinou hexosaminu za vzniku diazoniového kationtu, ktery se ve vodé rozklada,
¢imz iniciuje pfesmyk hexosaminu na 2,5-anhydrohexosu a Stépeni ptilehlé glykosidové
vazby (obr. 1.7). Produktem S$tépeni jsou oligosacharidy s 2,5-anhydrohexosou na
redukujicim konci, pricemz D-glukosamin se presmykuje na 2,5-anhydro-D-mannosu
(aMan) a D-galaktosamin na 2,5-anhydro-D-talosu (Porter, 1975). Na 1 mol hexosaminu se

pti reakci spotiebuje 1 mol kyseliny dusité (Allan & Peyron, 1995).

V souvislosti s daHA bylo deaminacni Stépeni zatim popsano dvakrat. Crescenzi,
Francescangeli, Renier etal. (2002) jej pouZili, aby daHA rozstépili na oligosacharidy s aMan
na redukujicim Kkonci, které nasledné derivatizovali hydrazonem 3-methyl-2-benzo-
thiazolinonu (Tsuji, Kinoshita, & Hoshino, 1969a, 1969b) za ucelem kolorimetrického
stanoveni DD. A Chen et al. (2009) pomoci deaminacniho $tépeni identifikovali pozici GlcN

jednotky v ramci deacetylovanych oligosacharidd hyaluronanu.
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Obr. 1.7 Pravdépodobny mechanismus deaminacniho $tépeni (3-(1—4)-glykosidové vazby
mezi GIcN a GIcA v daHA kyselinou dusitou. Produktem jsou sudé oligosacharidy s 2,5-
anhydro-D-mannosou (aMan) na redukujicim konci. Obdobny mechanismus navrhli Horton
& Philips (1973) pro deaminac¢ni $tépeni methyl-2-amino-2-deoxy-a-D-glukopyranosidu.

2.4.2 Enzymatické Stépeni

Enzymy, které prednostné $tépi hyaluronan, se nazyvaji hyaluronidasy a déli se do Ctyt trid
(Stern & Jedrzejas, 2006): (i) eukaryotni hydrolasy; (ii) prokaryontni lyasy; (iii) endo-§-
glukuronidasy; (iv) fungalni hyaluronidasy. Prvni tfida (EC 3.2.1.35) zahrnuje endo-f3-N-
acetyl-hexosaminidasy z obratlovct a hmyzich jedd, které ndhodné hydrolyzuji 3-(1—4)-
glykosidové vazby HA za vzniku sudych oligosacharidi s GIcNAc na redukujicim konci,
pricemz koncovym degrada¢nim produktem je odpovidajici tetrasacharid. Nejznamé;si
predstavitelem této tridy je bovinni testikularni hyaluronidasa (BTH) (Kakizaki, Ibori,
Kojima, Yamaguchi, & Endo, 2010). Druhou tfidu (EC 4.2.2.1) tvofi bakterialni endo-§3-N-
acetyl-hexosaminidasy, které stépi 3-(1—4)-glykosidové vazby HA eliminacné, ¢imz v GlcA
na neredukujicim konci vytvareji dvojnou vazbu v poloze 4,5. Jejich koncovym produktem
je zpravidla 4,5-nenasyceny disacharid, jako je tomu napftiklad u hyaluronidasy ze
Streptococcus pneumoniae (SpHyl) (Li et al., 2000), nicméné naptiklad hyaluronidasa ze
Streptomyces hyalurolyticus Stépi HA na smés riiznych 4,5-nenasycenych oligosacharidi
(Tao etal,, 2017). Na rozdil od dvou piedchozich trid hydrolyzuji endo-f-glukuronidasy ze
treti tiidy (EC 3.2.1.36) B-(1—3)-glykosidové vazby HA za vzniku sudych oligosacharidi
s GlcA na redukujicim konci. Tyto hydrolasy se nalézaji v nékterych korysich a pijavicich a
jsou schopné degradovat HA aZ na odpovidajici disacharid (Lv et al,, 2016). Ctvrta tiida
hyaluronidas je definovana pouze fungilnim ptivodem enzymt, nebot u hyaluronidas
pochazejicich z riznych hub byl pozorovan odliSny mechanismus Stépeni. Napriklad
hyaluronidasy z Penicillium purpurogenum a Talaromyces stipitatus (TSH) Stépi 3-(1—4)-
glykosidové vazby hydrolyticky a jejich koncovym degradacnim produktem je disacharid,

kdeZto hyaluronidasa z Fistulina hepatica $tépi tytéz vazby jako lyasa eliminacné a jejim
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koncovym degrada¢nim produktem je 4,5-nenasyceny tetrasacharid (Bakke, Kamei, &
Obata, 2011; Bobkova et al., 2018). Kromé hyaluronidas dokazou HA stépit i nékteré
chondroitinasy (EC 4.2.2.5) (Gu, Linhardt, Laliberté, Gu, & Zimmermann, 1995). Koncové

degradacni produkty zminénych enzymi jsou zobrazeny na obr. 1.8.
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.................................................................................................................................................................

AHAZAN AHA3A AHA4AN AHABAA AHAgAN AHexNAc

20 800 8060 208 e 20ee

vvvvv

oznaceny zkratkou HAX?Z nebo AHAX?Z kde A predstavuje dvojnou vazbu v poloze 4,5
v monosacharidu na neredukujicim konci (bild usecka), X oznacuje pocet monosacha-
ridovych jednotek a ZZ urcuje monosacharid na neredukujicim a redukujicim konci: N
odpovida GlcNAc (zeleny Sestitihelnik), A odpovida GlcA nebo AGlcA (modry Sestithelnik),
pirevzato z lit. (Simek, Lemr, Hermannova, & Havli¢ek 2020).

Enzymy, které Stépi HA, byly v minulosti pouzity ke $tépeni rozlicnych derivatti HA (tab.

vvvvvv

svv s

hyaluronansulfatu pomoci BTH. Zatimco derivaty se stupném substituce 1,2 a 1,8 byly
Stépeny zhruba pétkrat méné nez hyaluronan, derivat se stupném substituce 3,0 nebyl
Stépen prakticky viibec (Lemmnitzer, Schiller, Becher, Méller, & Schnabelrauch, 2014). Pro
posouzeni selektivity enzymu je uZzitetné oligosacharidy ziskané enzymatickym Stépenim
derivatu analyzovat pomoci NMR spektroskopie a hmotnostni spektrometrie, nicméné
takova analyza byla zatim provedena pouze pro methylester HA (Hirano et al., 2005) a pro

HA zesitovany 1,4-bis(2,3-epoxypropoxy)butanem (Wende et al., 2016; Yang et al., 2015).

V pripadé daHA bylo dosud popsano Stépeni dvéma enzymy. Oerther et al. (2000) pouzili
chondroitinasu ABC (10 U mL-%, pH 8, 37 °C, 2 h), aby daHA depolymerizovali na
oligosacharidy, z nichZ nasledné odstépili GIcNAc, ktery kolorimetricky kvantifikovali. A ke
stejnému ucelu pouzili Longas et al. (1986, 1987) hyaluronidasu ze Streptomyces
hyalurolyticus (20 UmL-1, pH 6, 60 °C, 2 h), kdyZ kvantifikovali pokles GIcNAc pti deacetylaci

hyaluronanu v lidské kizi.
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Tab. 1.2 Priklady derivat( hyaluronanu, které byly depolymerizovany pomoci enzymd.

Nazev derivatu Struktura derivatu Enzym Literatura
Deacetylovany HooC OHO Hyaluronidasa Longas et al.
hyaluronan EAN 5"'00 ze Streptomyces (1986, 1987)
OH HN ) hyalurolyticus
Chondroitinasa ABC  Oerther et al.
(2000)
Methylester MeoOC OHO Chondroitinasa ACII  Hirano et al.
hyaluronanu o \% z Arthrobacter (2005)
OH NH aurescens
—\ﬂo n
Chondroitinasa ACI ~ Hirano etal.
z Flavobacterium (2005)
heparinum
Hexanoylhyaluronan HooC ORO Bovinni testikularni ~ Smejkalova et
o \% hyalurononidasa al. (2012)
OH NH
— “n
R = H, CO(CHy),CH; O
Aldehyd HOOC 9 Bovinni testikularni ~ Sedov4 et al.
hyaluronanu FAN oxos © hyalurononidasa (2013)
OH _\«:H /
Hyaluronan- HooC ORO Bovinni testikularni  Lemmnitzer et
sulfat 0o 5R°o hyalurononidasa al. (2014)
OR NH
— /n
R = H, SO;H o
Hyaluronan 0»\_ Chondroitinasa ACII  Kenne et al.
zesitovany 1,4- NH z Arthrobacter (2013)
mRO
bis(2,3-epoxy- @RO 0 9’ aurescens
propoxy)butanem COOH
Hof Chondroitinasa ABC Wende et al.
o\/\/ \/c: z Proteus vulgaris (2016)
0
Hooc
,6 R0\ §R° Hyaluronidasa Yang et al.
_<\ H). z Bacillus sp. A50 (2015)
0
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2.5 ANALYZA OLIGOSACHARIDU HYALURONANU POMOCI KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Metody pouzité pro separaci oligosacharidii hyaluronanu shrnuli Capila & Sasisekharan
(2004), Malavaki, Kanakis, Theocharis, Lamari, & Karamanos (2007) a Simek et al. (2020).
Kromé kapilarni elektroforézy a rozmérové vylucovaci chromatografie (SEC) se pouZiva
iontové vyménna chromatografie, hydrofilni interak¢ni chromatografie (HILIC) a kapali-
nova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC).

2.5.1 Iontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie ma nejcastéji podobu aniontové vyménné kapalinové
chromatografie, pti niZ jako stacionarni faze slouZi slabé bazické anexy (-NR, -NH>) a eluce
probiha gradientem iontové sily (tab. 1.3). Silné bazické anexy (-NR3*) se nékdy pouZivaji
pro preparativni chromatografii (Blundell & Almond, 2006; He et al, 2020). Detekce
oligosacharidi byva zaloZena bud na pulzni amperometrické detekci (PAD), nebo na
absorpci zareni o vinové délce 210 nm amidovou vazbou v GlcNAc, ptipadné na absorpci

zateni o vinové délce 232 nm dvojnou vazbou v 4,5-nenasycenych oligosacharidech.

Tab. 1.3 Priklady metod pouzitych pro separaci oligosacharidi hyaluronanu pomoci
aniontové vymeénné kapalinové chromatografie.

Kolona Gradient Pritok Detekce Literatura
CarboPac PA1 26-1300 mM 1,0 mL/min UV Lauder, Huckerby, &
(250 x 4 mm) NaClv 0,1 M 232nm Nieduszynski (2000)
NaOH aq.
YMC NH 16-800 mM 1,0 mL/min UV Tawada et al. (2002)
(250 x 4 mm) NaH>PO, aq. 210 nm
YMC-Pack PA-03 16-1000 mM 1,0 mL/min UV Sugahara et al.
(250 x 4,6 mm) NaH,PO. aq. 210 nm (2003)
YMC Polyamine I[I  100-246 mM 1,0 mL/min UV Kakizaki et al. (2010)
(250 x 4,6 mm) NaH,PO. aq. 215 nm
CarboPac PA200 200-900 mM 0,5mL/min  PAD Rothenhofer,
(250 x 3 mm) CH3COONa Grundmann,
v 0,1 M NaOH agq. Bernhardt, Matysik,
& Buschauer (2015)
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2.5.2 Hydrofilni interakéni chromatografie

Na hydrofilni interakéni chromatografii 1ze pohliZet jako na chromatografii na normalni fazi
s vodnymi mobilnimi fazemi (Alpert, 1990). Jeji pouZiti pro oligosacharidy HA je zatim
omezeno na nékolik malo prikladi. Vigliano, Bianchera, Bettini, & Elviri (2013) analyzovali
4,5-nenasycené oligosacharidy od disacharidu (A2o) po oktasacharid (A8y) na koloné HILIC
3 um (75 x 2,1 mm) od firmy Phenomenex za pouziti gradientu 20 mM mravencanu
amonného o pH 2,5 (5-50%) v acetonitrilu. Wu, Liu, & Zhang (2015) vyzkousSeli separaci
4,5-nenasycenych oligosacharidi na c¢tyrech HILIC kolonach s rdznymi stacionarnimi
fazemi. Zatimco kolona Cosmosil HILIC 5 pm, 120 A (250 x 4,6 mm) s vazanou triazolovou
fazi se ukazala pro déleni oligosacharidi nevhodn4, na koloné Acchrom X-Amide 5 pm (250
x 4,6 mm) s vazanou amidovou fazi, na koloné SeQuant ZIC-HILIC 5 um, 200 A (100 x 2,1
mm) s vazanou zwitterionickou fazi (obr. 1.9) a na koloné Luna HILIC 3 um, 200 A (150 x

2,0 mm) s vazanou diolovou fazi bylo dosazeno dobrého rozliseni.

A+, (mAU)
T

dp22

dp24

dp30

T

| | | | | (||)26/r' K

1 ag I

-10
2.5 5.0 75 10.0 125 150 175 200 225 250 255
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Obr. 1.9 Separace 4,5-nenasycenych oligosacharidti hyaluronanu na koloné SeQuant ZIC-
HILIC 5 pm, 200 A& (100 x 2,1 mm) p¥i 30 °C, oligosacharidy tvoii dvojpik odpovidajici a- a
B-anomerlm, prevzato z lit. (Wu et al., 2015).

2.5.3 Kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Nederivatizované oligosacharidy HA maji na stacionarnich fazich C18 malou retenci. Tento
problém lze vytesit: (i) pouzitim ion-parového cinidla; (ii) pouzitim stacionarni faze
kombinujici separac¢ni mody (angl. ,mixed mode"“); (iii) pouzitim stacionarni faze s alkyly

krat$imi nez C18; (iv) piredkolonovou derivatizaci oligosacharidi.

Pouziti ion-parového cinidla patfi mezi nejstarsi a stale pouzivané postupy pro zvyseni
retence nederivatizovanych oligosacharidi (tab. 1.4). Capila & Sasisekharan (2004) uvadeéji

ve svém prehledu dva priklady, kdy byly oligosacharidy HA rozdéleny na koloné C18 za
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pouZiti tetrabutylamonium hydroxidu (BusNOH) jako ion-parového C¢inidla. V prvnim
pripadé (Chun, Koob, & Eyre, 1988) byly pii pH 7,6 rozdéleny 4,5-nenasyceny tetrasacharid
(A4o) a hexasacharid (A6¢), ve druhém pripadé (Cramer & Bailey, 1991) byly pti pH 9,0
rozdéleny analyty od tetrasacharidu (40) po dodekasacharid (12¢). Nadto Luu, Chen, &
I[sayeva (2013) pouzili pro separaci 4,5-nenasycenych oligosacharidi smés 10 mM tetra-
butylamonium fosfatu (pH 7,35) s acetonitrilem (83:17, v/v). Stejného efektu docilil Volpi
(2007) pridavkem 15 mM tributylaminu do roztoku octanu amonného, coZ mu umoznilo pfti
pH 7,0 rozdélit oligosacharidy od disacharidu (20) aZ po tetrakontasacharid (40¢) a pro
jejich detekci vyuzit hmotnostni spektrometr (obr. 1.10a), jehoz pouziti spolu

s kvartérnimi aminy neni vhodné z diivodu zna¢nych pamétovych efekti.
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c
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Obr. 1.10 Celkové iontové chromatogramy (ESI-) nederivatizovanych oligosacharidi
hyaluronanu: (a) na koloné Gemini C18 3 pum, 110 A (150 x 4,6 mm) pti pH 7,0 a pouZiti
tributylaminu jako ion-parového Cinidla, prevzato z lit. (Volpi, 2007); (b) na koloné Jupiter
Proteo 4 pum, 90 A (250 x 4,6 mm) p¥i pH 2,7, oligosacharidy tvoii dvojpik odpovidajici a- a
B-anomerlm, prevzato z lit. (Bobkova et al,, 2018).

Prikladem kolon se stacionarni fazi kombinujici separacni médy (tab. 1.4) jsou kolony
Acquity BEH Amide 1,7 pm, 130 A (100 x 2,1 mm) s vazanou amidovou fazi a XSelect CSH
C18 1,7 um, 130 A (50 x 2,1 mm) s nabitym povrchem stacionarni faze, na kterych byly
analyzovany kratké oligosacharidy HA pri 45 °C s vyuZitim gradientu acetonitrilu (He et al,,

2020; Lvetal, 2016).
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Tab. 1.4 Priklady metod pouzitych pro separaci oligosacharidi hyaluronanu pomoci
kapalinové chromatografie na reverzni fazi.

Kolona Mobilni faze Gradient Pritok  Detekce Literatura

Staciondrni faze C18 a mobilni fdze s ion-pdrovym c¢inidlem

Ultrasphere ODS A: 10 mM BusNOH 0-5 1,0 uv Chun et al.
5um (250 x 4,6 mm) a8 mM H3PO,vH,0/ %B mL/min 232nm (1988)
ACN 80:20 (pH 7,6)

B: 10 mM Bus;NOH
a 6 mM HsPO4 v H,0/
ACN 40 : 60 (pH 7,5)

Hamilton PRP-1 C18 40 mM BusNOH aq. - 0,8 uv Cramer
5pum (150 x 4,1 mm) (pH9,0)/ACN 80:20 mL/min 276 nm & Bailey
(1991)

Gemini C18 A: 15 mM BuzN 0-100 0,3 ESI-MS  Volpi
3um, 110 A a50 mM CHsCOONH:s % B mL/min (-) (2007)
(150 x 4,6 mm) v H,0/ACN 80: 20

(pH 7,0)

B: 15 mM BuzN

a 50 mM CH3COONH4

v H,0/ACN 35: 65

(pH 7,0)
Nova Pak C18 10 mM (BusN)H,POs - 0,5 uv Luu etal.
(150 x 3,9 mm) aq. (pH 7,35)/ACN mL/min 232nm (2013)

83:17

Staciondrni faze kombinujici separacni mody

Acquity BEH Amide A: 0,1 MHCOONHsaq. 0-95 0,3 ESI-MS  Lvetal.
1,7 yum, 130 A _ %B  mL/min (-) (2016)
(100 x 2,1 mm) B: ACN

XSelect CSH C18 A: 0,1 MHCOONHsaq. 0-90 0,3 ESI-MS Heetal.
1,7 um, 130 A , %B  mL/min (-) (2020)
(50 x 2,1 mm) B:ACN

Staciondrni fdaze s alkyly kratsimi nez C18

LiChrospher 100 RP-8 H;0/ACN 96 : 4 - 0,5 uv Alkrad et
5 um, 100 A mL/min 194 nm al. (2002)
(125 x 4 mm)

Nucleosil 100-7 C2 2,5 % THF v MeOH - 0,2 ESI-MS  Kiihn etal.
7 um, 100 A mL/min () (2003)

(250 x 2 mm)
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Tab. 1.4 Pokracovani.

Kolona Mobilni faze Gradient Pritok  Detekce Literatura

Staciondrni fdaze s alkyly kratsimi nez C18

Jupiter Proteo (C12)  A:0,1% HCOOHaq. Neni 0,5 ESI-MS  Bobkova

4 um, 90 A ) uveden mL/min (-) etal.

(250 x 4,6 mm) B: MeOH (2018);
Smirnou
etal.
(2015)

Kromé pridavku ion-parového ¢inidla do mobilni faze a pouziti ,mix-mode“ kolony lze
retenci nederivatizovanych oligosacharidii zvySit pouzitim stacionarni faze s alkyly
kratSimi nez C18 (tab. 1.4), pripadné sniZenim pH mobilni faze pod pK. karboxylovych
skupin v GlcA (pK. = 3,2; Tgmmeraas & Wahlund, 2009). Prikladem je separace 4,5-
nenasycenych oligosacharid od tetrasacharidu (A4¢) po dodekasacharid (A12¢) a
nasycenych od tetrasacharidu (2o) po dekasacharid (10) p¥i pH 2,7 (0,1% HCOOH ve vodé)
na koloné Jupiter Proteo, kterd obsahuje vazanou fazi C12 (Bobkova et al., 2018; Smirnou et
al, 2015). Tento pristup umoznuje stejné jako HILIC od sebe oddélit i anomery
oligosacharidii (obr. 1.10b). Jesté kratsi alkylové retézce C8 (Alkrad, Merstani, & Neubert,
2002) a C2 (Kiihn, Raith, Sauerland, & Neubert, 2003) jsou vhodné pro aplikace, kde neni

nutné uplné oddéleni jednotlivych oligosacharidt.

Piedkolonova derivatizace oligosacharidii obecné umoznuje: (i) zvySeni retence a zménu
selektivity na reverzni fazi; (ii) zvy$eni vinové délky pro UV detekci. Cinidla vhodna pro
derivatizaci sacharidi shrnul Harvey (2011). V pripadé oligosacharidi HA byla dosud
v souvislosti s RP-HPLC popsana pouze pokolonova derivatizace 2-kyanacetamidem, diky
niz bylo mozné oligosacharidy detekovat pti vinové délce 276 nm (Cramer & Bailey, 1991)

namisto pfi 210 nm, kde absorbuje amidova vazba v GlcNAc.

2.5.4 Derivatizace ¢inidlem PMP

Derivatizace redukujicich sacharidi 1-fenyl-3-methyl-2-pyrazolin-5-onem (PMP) probiha
ve dvou krocich a vyzaduje bazické prostredi. Nejprve se prvni molekula PMP aduje 1,2-
adici na aldehydickou skupinu sacharidu, nasledné se druha molekula PMP aduje 1,4-adici
na vznikly enon (obr. 1.11). Jako baze zpravidla slouzi NaOH (Bai et al., 2015; Han et al,,
2015), ovSem v piipadé uronovych kyselin nebo fukosy je reakce selektivnéjsi pti pouZiti

méné bazického triethylaminu (Zhang, Zhang, Wang, & Huang, 2011) nebo tributylaminu
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(Myron, Siddiquee, Azad, & Yong, 2014). Po derivatizaci lze sacharidy analyzovat pomoci
RP-HPLC na kolonach s vazanou fazi C18 (Zhang et al,, 2011) a detekovat pti vinové délce
245 nm (Bai et al,, 2015). Nevyhodou je nutnost pouzit nadbytek ¢inidla PMP, které miize

interferovat pri nasledné analyze, proto se vzorek pied analyzou extrahuje CHCls.

J
q

-
N ~,

0
Nu_’.

Obr. 1.11 Pravdépodobny mechanismus derivatizace 2,5-anhydro-D-mannosy (aMan)
dvéma molekulami 1-fenyl-3-methyl-2-pyrazolin-5-onu (PMP), jako baze je pouzit
triethylamin, upraveno z lit. (Kumar, Maurya, Gupta, & Shukla, 2014).



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 CHEMIKALIE A PRISTROJE

Sodna stl kyseliny hyaluronové (> 95%), oligosacharidy hyaluronanu (> 95%), hyaluro-
nidasa z Talaromyces stipitatus (TSH) a hyaluronidasa ze Streptococcus pneumoniae (SpHyl)
byly poskytnuty firmou Contipro, a. s. (Dolni Dobroué, CR). Ostatni chemikalie byly koupeny
od komerc¢nich dodavatelli a pouzity bez dalsiho ¢isténi. Bovinni testikularni hyaluronidasa
(BTH) byla zakoupena u firmy Finepharm S.A. (Polsko). Hydrochlorid D-glukosaminu (>
99%), monohydrat hydrazinu (98%), sulfolan (99%), Kyselina octova (= 99,7%), jodid
sodny (= 99,5%), D20 (99,9%), sodna sil 3-(trimethylsilyl)propanové-2,2,3,3-ds kyseliny
(TMSP-ds4, 98%), dusitan sodny (= 99%), 3-methyl-1-fenyl-2-pyrazolin-5-on (PMP, 99%),
dihydrat dihydrogenfosforetnanu sodného (> 98%) a azid sodny (= 99,5%) byly zakoupeny
u firmy Sigma-Aldrich (USA). Kyselina sirova (96%), kyselina chlorovodikova (= 37%),
octan amonny (99,6%), chlorid sodny (99,8%), hydrogenubhlic¢itan sodny (99,8%), hydroxid
sodny (> 98%), ethyl-acetat (= 99,7%), methanol (> 99,5%), chloroform (> 99,5%) a
isopropylalkohol (= 99,7%) byly zakoupeny u firmy Lach-ner, s. r. o. (CR). Kyselina jodi¢na
(99,5%) byla zakoupena u firmy Acros Organics (USA). Acetonitril HiPerSolv Chromanorm
(2 99,9%) byl zakoupen u firmy VWR International, LLC. (USA). Pro vS8echny experimenty

byla pouzita deionizovana voda (konduktivita < 1,5 uS cm-1).

Pro homogenizaci srazenin byl pouzit Ultra-Turrax T 18 (IKA-Werke, SRN). Pro filtraci
mobilnich fazi a sraZenin slouZily filtry Nylaflo s péry o velikosti 0,2 pum (Pall Corporation,
USA) uchycené do polysulfonového filtra¢nitho nastavce Nalgene (Thermo Fisher Scientific,
USA). Lyofilizace byla provedena na lyofilizatoru Christ Alpha 2-4 LSC (B. Braun Biotech
International, SRN). Pro michani a zahrivani vzorku byl pouzit tfepany inkubator NB-205LF
(N-Biotek Co., Ltd., Korea) nebo magneticka michacka MS-H-Pro Plus (Scilogex, LLC., USA)
s olejovou lazni. VSechny roztoky byly pfed mérenim na kapalinovém chromatografu
prefiltrovany pres nylonovy stiikackovy filtr Acrodisc 13 mm s péry o velikosti 0,22 pm
(Pall Corporation, USA). Ultrafiltrace byla provedena na celulosovych membranach
Hydrosart s limitem nomindlni molarni hmotnosti 2 kDa (Sartorius AG, SRN), které byly

uchyceny do drzaku Centramate PE s tangencialnim tokem (Pall Corporation, USA).

3.2 PRIPRAVA DEACETYLOVANEHO HYALURONANU

Piiprava vychazela z postupd popsanych v literatuie (Babasola et al., 2014; Buffa et al,,
2015). Sodna stl kyseliny hyaluronové (1,03 g) byla rozpusténa v N2H4-H20 (80 mL) nebo
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ve smési NoHs-H20 (40 mL) a sulfolanu (40 mL), k roztoku byla pridana koncentrovana

kyselina sirova (32 pL) a smés byla zahrivana 42 h pod dusikovou atmosférou na danou

teplotu (tab. 2.1). Surovy produkt byl nasledné vysraZen pridavkem isopropylalkoholu,

homogenizovan, odfiltrovdn a ponechan v digestofi uschnout. Pouze pokud nedoslo

k vysrazeni produktu, byla reak¢ni smés odpatena na rota¢ni vakuové odparce. Po vysuseni

byl produkt rozpustén v 0,83 M vodné kyseliné octové na roztok o koncentraci 6,5 mg

mL-1, ktery byl vloZen do ledové lazné. K roztoku byl pomalu piidavan 0,5 M vodny roztok

kyseliny jodi¢né, dokud se jeho barva neustdlila na ¢ervenohnédé. Po 2 h michani byla

nezreagovand kyselina jodi¢na rozloZena 4,4 M roztokem jodidu sodného a vznikly jod byl

extrahovan ethyl-acetdtem. Vodna faze byla oddélena, zfredéna vodou a ultrafiltrovana proti

roztoku soli (NaHCO3 1,0 g L-1, NaCl 8,8 g L-1) a nasledné proti vodé, dokud konduktivita

permeatu neklesla pod 10 pS cm-1. Deacetylovany HA byl z roztoku ziskan lyofilizaci.

Tab. 2.1 Reak¢ni podminky deacetylace a hmotnostni vytézky deacetylovaného HA.

Vzorek My ua (kg mol-1) Cinidlo t(°Q) Maana (Mg)
S1 200 N2H4-H0 55 953
S2 200 N2H4-H20/sulfolan 55 998
S3 200 N:H4-H20 65 928
S4 200 N,H4-H,0/sulfolan 65 900
S5 200 N:H4-H0 75 882
S6 200 N,H4-H,0/sulfolan 75 927
S7 200 N2H4-H0 85 510
S8 200 N;H4-H,0/sulfolan 85 770
S9 460 N:H4-H20 55 942

S10 460 N;H4-H,0/sulfolan 55 898
S11 460 N:H4-H20 65 936
S12 460 N;H4-H,0/sulfolan 65 976
S13 460 N2H4-H0 75 805
S13100mgt 460 N.H4-H;0 75 85
S13nazsost 460 N.H4-H;0 75 940
S14 460 N;H4-H,0/sulfolan 75 885
S15 460 N2H4-H0 85 945
S16 460 N;H4-H,0/sulfolan 85 842
S17 460 N2H4-H0 95 633
S18 460 N;H4-H,0/sulfolan 95 702
S19 2200 N:H4-H0 65 843
S20 2200 N2H4-H,0/sulfolan 65 855

tP¥iprava vzorku S13100mg se od pripravy S13 liSila navazkou HA, ktera ¢inila 100 mg.

#Priprava vzorku S13naz2s04 se od pripravy S13 liSila pridavkem 561 mg NazS04 do reakéni smési.

32



3.3 STANOVENI MOLARNiCH HMOTNOSTi PoMOCi SEC-MALLS

Stanoveni bylo provedeno podle postupu popsaného pro HA (CoZikova et al., 2017).

Nejistoty pridruzené vysledkiim byly vypocteny ze tfi opakovani nastriku.

3.4 STANOVENI STUPNE DEACETYLACE POMOCI 1TH NMR SPEKTROSKOPIE

Protonovd NMR spektra byla zméfena v kyvetach Aldrich ColorSpec (Sigma-Aldrich Co.,
USA) na spektrometrech Varian S500 (499,87 MHz pro 'H, Varian, Inc, USA) a Bruker
Avance III 500 (500,13 MHz pro H, Bruker Corporation, USA) a zpracovana v softwaru
Mnova 6.0.2 (Mestrelab Research SL, Spanélsko).

3.4.1 Metoda NMR,1a

Vzorek HA nebo daHA (10,0 mg) byl rozpustén v D,0 (750 pL) obsahujici TMSP-d. (1,44 mg
mL-1), roztok byl preveden do kyvety a na spektrometru Varian S500 bylo pti 75 °C
(Babasola et al.,, 2014) zméreno jeho 'H NMR spektrum. Spektrum bylo rozsifeno linearni
predikci na 64k datovych bodd, doplnéno nulami na 128k datovych bodi, vynasobeno
exponencidlni apodizacni funkci (0,80 Hz) a byla provedena korekce zakladni linie.
Chemické posuny byly vztaZeny k chemickému posunu vnitiniho standardu TMSP-d, (0,00
ppm). Ze spekter byly odecteny integralni intenzity acetylovych protonii GIcNAc jednotek
Icuz (1,80-2,30 ppm) a anomernich protont Icu (4,35-4,75 ppm pro HA, 4,40-4,90 ppm pro
daHA), z nichZ byl podle vzorce (2.1) vypocitan DDnmr1a (%):

DDwwraa = [1-(724) - (22) |-100 21)
' Ichg HA Icn / gana

Misto teoretické hodnoty (Icu/Icus)ua = 0,667 byla pro vypocet pouzita hodnota (Icu/Icuz)ua
= 0,683 £ 0,005 stanovena na tiech vzorcich HA (tab. 2.2). Hodnota relativni standardni
nejistoty integralnich intenzit byla odhadnuta na 2 % a kombinovana nejistota DDywmr 12 byla

vypocitana jako odmocnina ze sumy druhych mocnin jednotlivych piispévka.

Tab. 2.2 Vzorky HA pouzité pro stanoveni hodnoty (Icu/Icu3)ua.

Vzorek Myua (kg mol-1) Muwna/Mnua
HyA-280914 13,34 1,60
HyA-131014 18,99 1,58
SH-11-250810 37,91 1,47
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3.4.2 Metoda NMR,1b

Z1H NMR spektra ziskaného postupem popsanym v metodé NMR,1a byla odectena
integralni intenzita acetylovych protonti GIcNAc jednotek Icu3 (1,80-2,30 ppm), vyjadirena
relativné k integralni intenzité methylovych protond TMSP-d. (-0,20-0,20 ppm), jejiz
hodnota byla nastavena na 1,0 (obr. 3.1). Porovnanim hodnoty HA a daHA byl podle vzorce
(2.2) vypocitan DDxmr 1 (%):

(ICH3)daHA

- -100 (2.2)
(ICH3)HA ]

DDymr b = [1
Stejné jako v metodé NMR,1a byla hodnota relativni standardni nejistoty integralnich
intenzit odhadnuta na 2 % a kombinovana nejistota DDnwmr 12 Vypocitana jako odmocnina ze

sumy druhych mocnin jednotlivych piispévkd.

3.4.3 Metoda NMR,2

Vzorek daHA (10,0 mg) byl rozpustén v D0 (750 pL) obsahujici TMSP-ds (1,44 mg
mL-1) a byl k nému pridan 8,5% roztok NaOH v D,0 (100 pL) obsahujici TMSP-d4 (1,44 mg
mL-1), aby byl vysledny hmotnostni zlomek NaOH 1 % (Buffa et al., 2015). Roztok byl
preveden do kyvety a na spektrometru Bruker Avance III 500 bylo pri laboratorni teploté
zméreno jeho 'H NMR spektrum. Spektrum bylo rozsifeno linearni predikci na 64k
datovych bodd, doplnéno nulami na 128k datovych bodd, vynasobeno exponencialni
apodizacni funkci (0,50 Hz) a byla provedena korekce zakladni linie. Chemické posuny byly
vztazeny k chemickému posunu vnitiniho standardu TMSP-d4 (0,00 ppm). Ze spektra byly
odeCteny integralni intenzity anomernich protont Icu (4,35-4,68 ppm) a protonu

sousediciho s aminoskupinou Icunuz (2,70-2,86 ppm), znichZz byl podle vzorce (2.3)

vypocitan DDnwmr2:
Icunn,
DDymg 2 = 2 — - 100 (2.3)
CH “daHA

Hodnota relativni standardni nejistoty Icy byla odhadnuta na 2 % a Icunuz na 5 %, s ohledem
na ocekavané ovlivnéni Icunuz Sumem. Kombinovana nejistota DDywr2 byla vypocitana jako

odmocnina ze sumy druhych mocnin jednotlivych ptispévki.
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3.5 DEAMINACNI STEPENI DEACETYLOVANEHO HYALURONANU
3.5.1 Vyvoj metody

Metoda 1a

K roztoku (100 pL) hydrochloridu D-glukosaminu ve vodé o koncentraci 1 mg mL-! byl
pridan 2% vodny roztok kyseliny octové (500 pL), 1,0 M vodny roztok kyseliny sirové (142
uL) a 5,5 M vodny roztok NaNO; (358 pL). Smés byla michana 15 min pfilaboratorni teploté.
Potom byla neutralizovana 0,3 M roztokem NaOH (1 mL), byl k ni ptidan 1,0 M roztok NaOH
(100 pL) a 0,5 M roztok PMP v methanolu (500 pL) a po diikladném promichani vortexem
byla zahtivana 60 min v olejové lazni na 70 °C (Han et al,, 2015). Po ochlazen{ byla smés
neutralizovana tiemi kapkami 37% HCI a extrahovana CHCl3 (3 x 2 mL). Vodna faze byla
prefiltrovana pres nylonovy strikackovy filtr Acrodisc 13 mm s pory o velikosti 0,22 um do

HPLC vialky a zméfrena pomoci HPLC-UV a UPLC-UV/MS.

HPLC-UV metoda

Systém: Alliance e2695 Separations Module s UV-vis detektorem 2489 (oboji
Waters Corporation, USA)

Analyticka kolona: Atlantis dC18 5 pum, 100 A, 250 x 4,6 mm (Waters Corporation, USA)

Teplota kolony: 30°C

Teplota vzork: 10 °C
Objem nastriku: 10 uL
Pratok mobilni faze: 1 mL min-!
Mobilni faze A: 10 mM CH3COONH4 pH 5,0
Mobilni faze B: Acetonitril
Detekce: 245 nm
Gradient:
Cas (min) Mobilni fize A (%) Mobilni fize B (%)
0 80 20
40 75 25
70 75 25
72 50 50
82 50 50
90 80 80

UPLC-UV/MS metoda

Systém: Acquity UPLC I-class s UPLC TUV detektorem a s hmotnostnim
spektrometrem Synapt G1 HDMS (vSe Waters Corporation, USA)

Kolona: Jupiter C18 5 pm, 300 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Teplota kolony: Laboratorni
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Teplota vzorki: 10 °C

Objem nastriku: 5uL

Priitok mobilni faze: 0,5 mL min-1

Mobilni faze A: 10 mM CH3COONH4 pH 5,0

Mobilni faze B: Acetonitril

Gradient: Stejny jako v HPLC-UV metodé

UV detekce: 245 nm

MS detekce: Pro analyzu byla pouzita ionizace elektrosprejem v pozitivnim médu

(ESI*) snasledujicim nastavenim parametrii (Smejkalova et al,
2012):

Mass range: 50-2000

Scan rate: 1 Hz

Spray capillary voltage: 3,0 kV
Source temperature: 100 °C
Desolvation temperature: 250 °C
Sampling cone voltage: 100 V
Extraction cone: 5V

Cone gas flow (Nz): 100 L h-?
Desolvation gas flow (N2): 800 L h-1

Metoda 1b

K roztoku (100 pL) hydrochloridu D-glukosaminu ve vodé o koncentraci 1 mg mL-! byl
pridan 1,0 M vodny roztok kyseliny sirové (142 pL) a 5,5 M vodny roztok NaNO; (358 pL).
Smeés byla michana 15 min pfi laboratorni teploté, potom byla alkalizovana 1,0 M roztokem
NaOH (300 pL) a byl k nf ptidan 0,5 M roztok PMP v methanolu (500 pL). DalS{ postup byl

stejny jako v metodé 1a.

Metoda 1c

K roztoku (100 pL) hydrochloridu D-glukosaminu ve vodé o koncentraci 1 mg mL-! byl
pridan 1,8 M vodny roztok kyseliny octové (500 pL) a 5,5 M vodny roztok NaNO; (22 uL).
Smés byla michdna 90 min pfi laboratorni teploté (Chen et al, 2009), potom byla
alkalizovana 1,0 M roztokem NaOH (1 mL) a byl k ni ptiddn 0,5 M roztok PMP v methanolu
(500 pL). Dalsi postup byl stejny jako v metodé 1a. HPLC-UV méteni bylo zopakovano po 15
h pro ovéreni stability vzorku. Vzorek byl mezi mérenimi uchovavan v autosampleru (10

°C/tma).

36



Metoda 2a

Hydrochlorid D-glukosaminu (1,0 mg, 4,64 pmol) byl rozpus$tén v 1,8 M vodném roztoku
kyseliny octové (500 pL), k roztoku byl pridan 5,5 M vodny roztok NaNO; (22 pL) a smés
byla michana 90 min pii laboratorni teploté. Potom byla neutralizovana 1,0 M roztokem
NaOH (1000 pL), byl kni priddn MeOH (1,0 mL) a PMP (440 mg, 2,53 mmol), byla
alkalizovana 10 M roztokem NaOH (90 uL) a po diikladném promichani vortexem zahtivana
60 min v olejové lazni na 70 °C. Po ochlazeni byla smés neutralizovana 37% HCI (115 pL) a
extrahovana CHClz (5 x 2 mL). Vodna frakce byla prefiltrovana do HPLC vialky a zméfena
pomoci HPLC-UV.

HPLC-UV metoda

Systém: Alliance e2695 Separations Module s UV-vis detektorem 2489 (oboiji
Waters Corporation, USA)

Analyticka kolona: Atlantis dC18 5 pm, 100 A, 250 x 4,6 mm (Waters Corporation, USA)

Teplota kolony: 30°C
Teplota vzorki: 10°C
Objem nastriku: 10 pL
Pratok mobilni faze: 1 mL min-!
Mobilni faze A: 10 mM CH3COONH4 pH 5,0
Mobilni faze B: Acetonitril
Detekce: 245 nm
Gradient:
Cas (min) Mobilni fize A (%) Mobilni fize B (%)
0 75 25
25 60 40
30 60 40
32 20 80
38 20 80
40 75 25
54 75 25
Metoda 2b

Hydrochlorid D-glukosaminu (1,0 mg, 4,64 pmol) nebo vzorek daHA S8 (1,0 mg) byl
rozpustén v 1,8 M vodném roztoku kyseliny octové (500 pL), k roztoku byl piidan 5,5 M
vodny roztok NaNO; (22 uL) a smés byla michdna 90 min pii laboratorni teploté. Potom
byla neutralizovana 1,0 M roztokem NaOH (600 pL), byl k ni pfidan MeOH (1,0 mL) a PMP
(440 mg, 2,53 mmol), byla alkalizovana 10 M roztokem NaOH (150 pL) a po dikladném

promichani vortexem zahiivana 60 min v olejové lazni na 70 °C. Po ochlazeni byla smés
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neutralizovana 37% HCI (115 pL) a extrahovana CHCIz (5 x 2 mL). Vodna frakce byla
prefiltrovana do HPLC vialky a zmérena pomoci HPLC-UV a UPLC-UV/MS.

HPLC-UV metoda

Stejna jako v metodé 2a.

UPLC-UV/MS metoda

Systém: Acquity UPLC I-class s UPLC TUV detektorem a s hmotnostnim
spektrometrem Synapt G1 HDMS (vSe Waters Corporation, USA)

Kolona: Jupiter Proteo 4 um, 90 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Teplota kolony: Laboratorni

Teplota vzorkd: 10°C

Objem nastriku: 5uL

Pratok mobilni faze: 0,5 mL min-!

Mobilni faze A: 10 mM CH3COONH4 pH 5,0

Mobiln{ faze B: Acetonitril

UV detekce: 245 nm

MS detekce: Pro analyzu byla pouzita ionizace elektrosprejem v pozitivnim médu

(ESI*) s nasledujicim nastavenim parametri (Smejkalova et al,,
2012):

Mass range: 50-2000

Scan rate: 1 Hz

Spray capillary voltage: 3,0 kV
Source temperature: 100 °C
Desolvation temperature: 250 °C
Sampling cone voltage: 100 V
Extraction cone: 5V

Cone gas flow (Nz): 100 L h-?
Desolvation gas flow (N2): 800 L h-1

Gradient:
Cas (min) Mobilni fize A (%) Mobilni fize B (%)
0 75 25
25 60 40
30 60 40
32 20 80
38 20 80
40 75 25
54 75 25
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Metoda 3a

Hydrochlorid D-glukosaminu (1,0 mg, 4,64 pmol) byl rozpustén v 1,8 M vodném roztoku
kyseliny octové (200 pL), k roztoku byl pridan 5,5 M vodny roztok NaNO, (10 pL) a smés
byla michana 90 min piilaboratorni teploté. Potom byla reakce zastavena pridavkem 1,0 M
roztoku NaOH (120 pL) a voda byla odpatena proudem dusiku. K odparku byly postupné
pridany PMP (100 mg, 0,58 mmol), MeOH (100 uL), H20 (100 pL) a EtsN (100 pL, 0,72 mmol)
a po dikladném promichani vortexem byla smés zahiivana 60 min na 60 °C v tfepaném
inkubatoru. Po ochlazeni byly ke smési pridany H.0 (400 pL) a NaCl (30 mg) a smés byla
extrahovana CHCI3 (5 x 700 pL). Vodna frakce byla prefiltrovana do HPLC vialky a zmérena
pomoci HPLC-UV.

HPLC-UV metoda

Systém: Alliance e2695 Separations Module s UV-vis detektorem 2489 (oboji
Waters Corporation, USA)

Analyticka kolona: Jupiter Proteo 4 um, 90 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Teplota kolony: 30°C
Teplota vzorkd: 10°C
Objem nasttiku: 10 pL
Pritok mobilni faze: 1 mL min-1
Mobilni faze A: 10 mM CH3COONH,4 pH 5,0
Mobilni faze B: Acetonitril
Detekce: 245 nm
Gradient:
Cas (min) Mobilni fize A (%) Mobilni fize B (%)
0 75 25
25 60 40
30 60 40
32 20 80
38 20 80
40 75 25
54 75 25
Metoda 3b

Vzorek daHA S2 (1,0 mg) nebo S8 (1,0 mg) byl rozpustén v 1,8 M vodném roztoku kyseliny
octové (200 pL), k roztoku byl pridan 5,5 M vodny roztok NaNO, (10 pL) a smés byla
michana 90 min nebo 24 h pii laboratorni teploté. Potom byla reakce zastavena pridavkem
1,0 M roztoku NaOH (120 pL) a 13,3 pL vysledného roztoku v piipadé vzorku S2 nebo 5 pL
vysledného roztoku v pripadé vzorku S8 bylo odpipetovano do HPLC vialky obsahujici 1 mL
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H>0 (koncentrace priblizné 40 pg mL-1 pro vzorek S2 a 15 ug mL-1 pro vzorek S8). Roztoky
byly zméreny pomoci UPLC-MS.

UPLC-MS metoda

Systém: Acquity UPLC I-class s hmotnostnim spektrometrem Synapt G2-Si
(oboji Waters Corporation, USA)

Kolona: Jupiter Proteo 4 pm, 90 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Teplota kolony: Laboratorni

Teplota vzorki: 10 °C

Objem nasttiku: 5uL

Priitok mobilni faze: 0,5 ml min-1

Mobilni faze A: 0,1 % HCOOH v H,0

Mobilni faze B: Acetonitril

MS detekce: Pro analyzu byla pouzita ionizace elektrosprejem v negativnim

médu (ESI-) s nasledujicim nastavenim parametrii (CoZzikova et al,,

2017):
Mass range: 50-1850 Nebulizer gas (N2): 6,0 bar
Scan rate: 1 Hz Trap collision voltage: 4,0 V
Spray capillary voltage: 2,7 kV Transfer collision voltage: 2,0 V
Source temperature: 100 °C Trap gas flow (Ar): 2,0 mL min-!
Desolvation temperature: 500 °C Cell gas flow (He): 180,0 mL min-!
Sampling cone voltage: 60 V Drift gas flow (N2): 90,0 mL min-!
Source offset: 80 V Wave height: 40,0 V
Cone gas flow (N2): 50 L h-1 Wave velocity: 600 m s-1
Desolvation gas flow (N2): 800 L h-1
Gradient:
Cas (min) Mobilni fize A (%) Mobilni fize B (%)
0 100 0
3 100 0
33 70 30
34 20 80
36 20 80
37 100 0
45 100 0

Pro stanoveni elementarniho sloZeni iontd (tab. D1) byla koncentrace finalniho roztoku
vzorku S2 zvySena na 150 pg mL-! a koncentrace findlniho roztoku vzorku S8 byla zvysSena
na 45 pg mL-1. Pro kalibraci m/z pomoci LockSpray byl pouzit leucin-enkefalin (m/z

554,2615, [M-H]-).
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Metoda 3c

Oktadekasacharid (1,0 mg, 0,29 pumol) nebo eikosasacharid (1,0 mg, 0,26 umol) s GlcNAc na
redukujicim konci byl rozpustén v 1,8 M vodném roztoku kyseliny octové (200 pL),
k roztoku byl pridan 5,5 M vodny roztok NaNO; (10 pL) a smeés byla michana 90 min pii
laboratorni teploté. Potom byla reakce zastavena piidavkem 1,0 M roztoku NaOH (120 pL)
a 16 pL vysledného roztoku bylo odpipetovano do HPLC vialky obsahujici 1 mL H,0
(koncentrace priblizné 48 pg mL-1). Pro porovnani byla provedena referencni priprava,
v niZ bylo 10 uL vodného roztoku NaNO; nahrazeno 10 pL H0. Roztoky byly zméteny
pomoci UPLC-MS jako v metodé 3b.

Metoda 4a

Vzorek daHA S8 (1,0 mg) byl rozpustén v 1,8 M vodném roztoku kyseliny octové (200 pL),
k roztoku byl ptidan 5,5 M vodny roztok NaNO; (10 pL) a smés byla michdna 90 min pfi
laboratorni teploté. Potom byla reakce zastavena piidavkem 1,0 M roztoku NaOH (120 pL)
a voda byla odpatena proudem dusiku. K odparku byly postupné pridany PMP (100 mg,
0,58 mmol), MeOH (100 L), H20 (100 pL nebo 200 pL) a EtsN (50 pL, 75 pL nebo 100 puL) a
po diikladném promichani vortexem byla smés zahiivana 60 min na 60 °C v tfepaném
inkubatoru. Po ochlazeni byly ke smési ptidany H,0 (500 pL nebo 400 pL) a NaCl (30 mg) a
smes byla extrahovana CHCI; (5 x 700 pL). Vodna frakce byla prefiltrovana do HPLC vialky

a zméiena pomoci HPLC-UV.

HPLC-UV metoda

Systém: Alliance e2695 Separations Module s UV-vis detektorem 2489 (oboji
Waters Corporation, USA)

Analyticka kolona: Jupiter Proteo 4 pm, 90 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Teplota kolony: 60 °C

Teplota vzorkd: 10°C

Objem nasttiku: 10 pL

Pritok mobilni faze: 1 mL min-!

Mobilni faze A: 10 mM CH3COONH,4 pH 5,0
Mobilni faze B: Acetonitril

Detekce: 245 nm
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Gradient:

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)

0 90 10
10 80 20
18 79 21
30 60 40
32 25 75
36 25 75
38 90 10
50 90 10
Metoda 4b

Vzorek daHA S8 (1,0 mg) byl rozpustén v 1,8 M vodném roztoku kyseliny octové (200 uL),
k roztoku byl pridan 5,5 M vodny roztok NaNO (10 pL) a smés byla michana 90 min pri
laboratorni teploté. Potom byla reakce zastavena piidavkem 1,0 M roztoku NaOH (120 pL)
avoda byla odparena proudem dusiku. K odparku byly postupné pridany H.O (200 uL), EtzN
(100 pL), MeOH (100 pL) a PMP (100 mg, 0,58 mmol) a po diikladném promichani vortexem
byla smés zahfivdna 60 min na 60 °C v tfepaném inkubatoru. Po ochlazeni byly ke smési
pridany H,0 (400 pL) a NaCl (30 mg) a smés byla extrahovana CHClz (5 x 700 pL). Dalsi

postup byl stejny jako v metodé 4a.

Metoda 4c

Vzorek daHA S8 (1,0 mg) byl rozpustén v 1,8 M vodném roztoku kyseliny octové (200 pL),
k roztoku byl ptidan 5,5 M vodny roztok NaNO; (10 pL) a smés byla michdna 90 min pfi
laboratorni teploté. Potom byla reakce zastavena piidavkem 1,0 M roztoku NaOH (120 pL)
a voda byla odpatena proudem dusiku. K odparku byly postupné piidany H,0 (200 uL),
MeOH (100 pL) a EtsN (100 pL) a smés byla michana za dané teploty po danou dobu (tab.
3.5). Potom byl ke smési pitidan PMP (100 mg, 0,58 mmol) a po dikladném promichani
vortexem byla zahfivana 60 min na 60 °C v tfepaném inkubatoru. Po ochlazeni byly ke smési
pridany H,0 (400 pL) a NaCl (30 mg) a smés byla extrahovana CHCI; (5 x 700 pL). Dalsi
postup byl stejny jako v metodé 4a.

3.5.2 Findalni metoda

Vzorek daHA (1,0 mg) byl rozpustén v 1,8 M vodném roztoku kyseliny octové (200 pL),
k roztoku byl ptidan 5,5 M vodny roztok NaNO; (10 pL) a smés byla michana 90 min pfi
laboratorni teploté. Potom byla reakce zastavena piidavkem 1,0 M roztoku NaOH (120 pL)
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a voda byla odpatena proudem dusiku. K odparku byly postupné ptidany H,0 (200 pL),
MeOH (100 pL) a EtsN (100 pL) a smés byla michana 60 min pri laboratorni teploté. Potom
byl ke smési pridan PMP (100 mg, 0,58 mmol) a po diikladném promichani vortexem byla
zahiivana 60 min na 60 °C v tifrepaném inkubatoru. Po ochlazeni byly ke smési pridany H,0
(400 pL) a NaCl (30 mg) a smés byla extrahovana CHCl3 (5 x 700 uL). Vodna frakce byla
prefiltrovana do HPLC vialky a zméfena pomoci HPLC-UV.

HPLC-UV metoda

Systém: Alliance e2695 Separations Module s UV-vis detektorem 2489 (oboji
Waters Corporation, USA)

Analyticka kolona: Jupiter Proteo 4 pm, 90 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Teplota kolony: 60 °C
Teplota vzorki: 10°C
Objem nastriku: 10 pL
Pritok mobilni faze: 1 mL min-!
Mobilni faze A: 10 mM CH3COONH4 pH 5,0
Mobiln{ faze B: Acetonitril
Detekce: 245 nm
Gradient:
Cas (min) Mobilni fize A (%) Mobilni fize B (%)
0 90 10
10 80 20
18 79 21
30 60 40
32 25 75
36 25 75
38 90 10
50 90 10

Pro stanoveni elementarniho slozeni ionti (tab. D2) bylo 30 plL finalniho roztoku vzorku
S8 ziedéno 970 pL H,0 a zméreno pomoci UPLC-MS jako v metodé 3b. Pro kalibraci m/z
pomoci LockSpray byl pouZit leucin-enkefalin (m/z 554,2615, [M-H]-).

Z ploch oligosacharidli odectenych z HPLC-UV chromatogramu byl podle vzorce (2.4)
vypocitan DDypic1 (%):

. (@)

— 5 .100, 2.4
Z’F (i L) (24)
i=1\' " RRF,

DDHPLC,l =
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kde A; je plocha GlcApmr nebo lichého oligosacharidu s GlcApmp na redukujicim konci (tab.
D3), i je pocet disacharidovych jednotek v piivodnim sudém oligosacharidu s aMan na
redukujicim konci (i = 1 pro GlcApmp, i = 2 pro 3pwmp, ...) 2 RRF; je relativni odezvovy faktor
oligosacharidu viic¢i GlcApmp, vyjadreny jako podil molarnich absorpénich koeficientt:

RRF; = i (2.5)

&1

kde &1 je molarni absorpc¢ni koeficient GlcApmp a €;jsou molarni absorp¢ni koeficienty lichych
oligosacharidli derivatizovanych PMP. Pro oligosacharidy od trisacharidu (i = 2) po
pentadekasacharid (i = 8) byly hodnoty RRF; stanoveny Sestibodovou kalibraci s pouzitim
standardi (tab. 2.3) a pro delsi oligosacharidy (i = 9), jejichZ standardy nebyly dostupné,
byla pouzita hodnota RRF; = 0,91. Hodnota relativni standardni nejistoty A; byla odhadnuta
na 15 % a kombinovana nejistota DDupic1 byla vypocitana pomoci Kragtenova algoritmu

(Kragten, 1994).

Tab. 2.3 Retencni Casy (tr) a relativni odezvové faktory (RRF;) GlcApmp a oligosacharidii
s GlcApmp na redukujicim konci (i oznacuje pocet disacharidovych jednotek v ptivodnim
sudém oligosacharidu).

Zkratka i tr (min) RRF;

GlcApmp 1 25,58+ 0,02 1,00
3pmp 2 18,39+ 0,03 1,03 0,01
Spvp 3 16,33 £ 0,03 1,05+0,01
7emp 4 14,91+ 0,03 1,06 + 0,02
9mp 5 13,74+ 0,03 1,07 £0,01
11emp 6 12,74 + 0,03 1,04 £ 0,01
13pmp 7 11,86 + 0,03 0,90 £ 0,02
15pmp 8 11,05+ 0,02 0,92 £ 0,04

Experimentalni distribuce aminoskupin byla ziskana v podobé souboru molarnich zlomki

jednotlivych oligosacharidi normalizaci ploch pikt (4;) pomoci vzorce (2.6):
A

x; = __RRE___ (2.6)

RRF;
. ()

Ukdzkovy vypocet DDupic 1

Ve vzorku S18 byly pro GlcApmp, 3pmp, Semp, 7pmp, 9pmp @ 11pmp nalezeny plochy 7,939-106,
5,665-10¢, 2,017-108, 0,629-106, 0,199-10¢ a 0,068:106 (tab. D3), které byly spolu s RRF;
(tab. 2.3) dosazeny do vzorce (2.4):
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1,00 T 103 T 105 T 106 T 107 T 102

DDyprcy = ( 7,939 5,665 2,017 0,629 0,199 0,068) . 108

1-300t2 103 T3 105 T4 Toe T° 107 T 104

(7,939 5665 2,017 0,629 0,199 0,068).106
-100

Postupnymi upravy bylo ziskano:

oD 7939 45,5+ 1,921 40,593 + 0,186 + 0,065 100
HPLGL ™ 7939 + 11 + 5,763 + 2,374 + 0,930 + 0,392

16,204
DDHPLC,l = m - 100

DDHPLC,l = 57,1 %

3.6 ENZYMATICKE STEPENI HYALURONANU

Sodna stl kyseliny hyaluronové (1,0 mg, My, ua = 2 200 kg mol-1) byla rozpusténa v 10 mM
octanovém pufru o pH 5,3 obsahujicim 30 mM NaCl (300 pL), k roztoku byl pridan roztok
BTH ve stejném pufru (2,8 uL, 5,5 pL,, 11 pL. nebo 22 L, které odpovidaly priblizné 25 U, 50
U, 100 U nebo 200 U) a smés byla zahrivana 24 h na 37 °C v tfepaném inkubatoru. Potom
byl ke smési ptridan 1,0 M roztok NaOH (3,0 puL) a byla michana 60 min pti laboratorni
teploté. Nasledné byla smés Caste¢né neutralizovana 35% HCI (3,25 uL), byl k ni ptidan
MeOH (100 pL), EtsN (100 pL) a PMP (100 mg, 0,58 mmol) a po dikladném promichani
vortexem byla zahtivana 60 min na 60 °C v tfepaném inkubatoru. Po ochlazeni byl ke smési
pridan NaCl (60 mg) a byla extrahovana CHCl3 (5 x 700 pL). Vodna frakce byla prefiltrovana
do HPLC vialky a zmérena pomoci HPLC-UV jako v oddile 3.5.2.

3.7 ENZYMATICKE STEPENI DEACETYLOVANEHO HYALURONANU
3.7.1 Vyvoj metody

Metoda 5a

Vzorek daHA (1,0 mg) byl rozpustén v 10 mM octanovém pufru o pH 5,3 obsahujicim 30
mM NacCl (1,0 mL), k roztoku byl pridan roztok BTH ve stejném pufru (19 pL, ptiblizné 300
U) a smés byla zahtivana 24 h na 37 °C v tfepaném inkubatoru. Potom bylo 15 uL roztoku
odebrano a zredéno 1,0 mL H20. Vysledny roztok byl zméfen pomoci UPLC-MS jako
v metodé 3b. Normalizaci ploch piki oligosacharidti odectenych z extrahovanych iontovych
chromatogrami byly vypocitany orienta¢ni molarni zlomKky jednotlivych oligosacharidi ve

smeési (xn").
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Metoda 5b

Vzorek daHA (1,0 mg) byl rozpustén v 50 mM citratovém pufru o pH 3,0 (1,0 mL), k roztoku
byl pridan roztok TSH v H,0 (10 pL, ptiblizné 180 U) a smés byla zahtivana 24 h na 37 °C
v tfepaném inkubatoru. Potom bylo 15 pL roztoku odebrano a ziedéno 1,0 mL H;0. Dalsi

postup byl stejny jako v metodé 5a.

Metoda 5c

Vzorek daHA (1,0 mg) byl rozpustén v H20 (1,0 mL), k roztoku byl pfidan roztok SpHyl (20
uL, ptiblizné 150 U) ve smési (1:1, v/v) glycerolu a 50 mM fosfatového pufru o pH 8,0
obsahujictho 500 mM NaCl a smés byla zahtivana 2 h na 37 °C v tfepaném inkubatoru.
Potom bylo 20 pL roztoku odebrano a ziedéno 980 uL H:0. Dalsi postup byl stejny jako

v metodé 5a.

Metoda 5d

Vybrany oligosacharid (1,0 mg) byl rozpustén v H,0 (175 pL), k roztoku byl pridan roztok
SpHyl (25 pL, priblizné 190 U) ve smési (1 : 1, v/v) glycerolu a 50 mM fosfatového pufru o
pH 8,0 obsahujictho 500 mM NaCl a smeés byla zahtivana 2 h na 37 °C v tfepaném
inkubatoru. Potom byly 2 uL roztoku odebrany a zifedény 1,0 mL H,0. Vysledny roztok byl

zméten pomoci UPLC-MS jako v metodé 3b.

3.7.2 Finalni metoda

Vzorek daHA (1,0 mg) byl rozpustén v H,0 (175 L), k roztoku byl ptidan roztok SpHyl (25
uL, priblizné 190 U) ve smési (1 : 1, v/v) glycerolu a 50 mM fosfatového pufru o pH 8,0
obsahujictho 500 mM NaCl a smés byla zahtivana 2 h na 37 °C v tfepaném inkubatoru.
Potom byly ke smési postupné pridany MeOH (100 pL), PMP (100 mg, 0,58 mmol) a Et3N
(100 pL) a po diikladném promichani vortexem byla zahtivana 60 min na 60 °C v tfepaném
inkubatoru. Po ochlazeni byla smés extrahovana CHCl3 (2 x 700 pL), 100 pL ziskané vodné
faze bylo zredéno H,0 (400 uL), okyseleno 3,5% HCI (12 uL) a znovu extrahovano CHCl;
(700 pL). Nakonec bylo 200 pL vodné faze zredéno 200 uL H,O a vysledny roztok byl zméren
pomoci HPLC-UV jako v oddile 3.5.2.

Pro stanoveni elementarniho sloZeni ionta (tab. D4) bylo 100 pL finalniho roztoku vzorku
S13 ziredéno 300 pL H,0 a zméteno pomoci UPLC-MS jako v metodé 3b, jen s tim rozdilem,
Ze byl pouzit pozitivni méd ionizace. Pro kalibraci m/z pomoci LockSpray byl pouzit leucin-

enkefalin (m/z 556,2771, [M+H]*).
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Z ploch oligosacharidti odectenych z HPLC-UV chromatogramu byl podle vzorce (2.7)
vypocitan DDupic2 (%):

DDypica = - AAZLPMP + AA41,PMP + 2AA42,PMP + 3AA83,PMP -100, 27)

RRF AAZo,PMP + AA21,PMP + 2AA41,PMP + 2AA42,PMP + 4AA83,PMP

kde Apx, e (= 4n) je plocha oligosacharidu AXyewe (= n) (tab. D5) a RRF je relativni

odezvovy faktor A2¢pmp VOCi A41pmp, vypoclitany jako podil molarnich absorpcénich
koeficientli (RRF = 1,38). Hodnota relativni standardni nejistoty A, byla odhadnuta na 15 %
a kombinovana nejistota DDupic2 byla vypocitana pomoci Kragtenova algoritmu (Kragten,

1994).

Experimentalni distribuce aminoskupin byla ziskdna v podobé souboru molarnich zlomkt

oligosacharidti normalizaci ploch piki A, pomoci vzorce (2.8):

Ay
RRE
X, = ——omn (2.8)

A )

K n

n=1 (RRFn)

kde n oznacuje 4,5-nenasyceny oligosacharid AXypmp. Pro n = A2¢pmp je RRF = 1,38, pro jina

nje RRF=1.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 DEACETYLACE HYALURONANU

Deacetylace hyaluronanu o rtizné hmotnostné primérné molarni hmotnosti (Mwua) byla
provedena pii nékolika teplotach v N;H4-H20 a ve smési N2Hs-H,0/sulfolan 1 : 1. Pripravené
vzorky daHA byly nejprve charakterizovany primérnymi parametry: distribuci molarnich

hmotnosti a stupném deacetylace (tab. 3.1).

Hmotnostné priimérna molarni hmotnost (M,) a disperzita molarni hmotnosti (Mw/M,)
byly stanoveny pomoci SEC-MALLS. Z vysledki byl patrny zna¢ny pokles molarni hmotnosti
Zhang et al, 2013). Vychozi molarni hmotnost 200 kg mol-! klesla v zavislosti na
podminkach deacetylace na 4-22 kg mol-! a vychozi molarni hmotnost 460 kg mol-! klesla
na 3-88 kg mol-!, pricemz vétSina vzorka pripravenych ve smési NoHs-H20/sulfolan 1 : 1,
kromé téch deacetylovanych pti 55 °C, vykazovala vy$si hodnoty My a M\/M, neZ vzorky

pripravené v N2H4-H:O0.

Stupeni deacetylace (DD) vzorki byl urcen pomoci 'H NMR spektroskopie postupem
neprimym (Babasola et al,, 2014) a pfimym (Buffa et al,, 2015). Nepiimé stanoveni (obr.
3.1) bylo zaloZeno na porovnani integralnich intenzit acetylovych protoni (Icuz) pred
deacetylaci a po deacetylaci. Jako reference byl zvolen bud signal anomernich protont
(DDnmr,1a), nebo signal methylovych protont vnitiniho standardu TMSP-ds (DDnwmr,1b). Aby
bylo mozné signal anomernich protont spravné integrovat, bylo nutné spektrum mérit za
zvySené teploty (75 °C), nebot pri laboratorni teploté byl Caste¢né prekryt zbytkovym
signdlem rozpoustédla HDO. Primé stanoveni (obr. 3.2) vyuzivalo pro urceni DDnwmr.:
integralni intenzitu protonu sousedicitho s aminoskupinou (Icunuz) a prekryvu signalu

anomernich protona se signdlem HDO zamezovalo zvySenim pH roztoku (1% NaOD).

Hodnoty DD stanovené popsanymi metodami (DDnwmr1a, DDxmr 1b, DDnmr2) byly porovnany
pomoci Blandovych-Altmanovych diagramt (Giavarina, 2015). Zatimco mezi hodnotami
DDxmr1a @ DDnmrib byla nalezena systematickd odchylka (obr. 3.3a), mezi hodnotami
DDnmr1a @ DDyumr2 byla nalezena odchylka proporcionalni (obr. 3.3b). Podhodnoceni
DDxwmr1b bylo nejspiSe zptsobeno tim, Ze byl za referenci zvolen signal, ktery nepochazel
z daHA, nybrZ z nizkomolekularniho vnitiniho standardu TMSP-ds. Na druhé strané rozdil
mezi DDnvr1a @ DDnvr2 1ze ptipsat tomu, Ze k integralni intenzité Icys prispiva nékolik
signall acetylovych skupin s odliSnym chemickym posunem, kdeZto integralni intenzita

Icunnz odpovida jedinému signalu. Acetylové skupiny s odliSnym chemickym posunem totiz
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mohou poskytovat mirné odlisSné odezvy kvili své rozdilné mobilité a tim zkreslovat
hodnotu Icus. V souladu s touto hypotézou byl nariist poctu signali prispivajicich k Icuz
doprovazen zvétSenim rozdilu mezi DDnmria @ DDymr2 (0br. 3.4). Jinou ptic¢inou rozdilu
mezi DDnmr1a @ DDyxmr2z by mohla byt niz$i mobilita acetylovych protoni v D20 oproti 1%
NaOD. Zatimco pii 85 °C v D;0 ¢inila mobilita acetylovych protont hyaluronanu pouze 74 %
z mobility protond sukcinatu (Milas & Rinaudo, 2004), pti 25 °C v 1% NaOD dosahla
hodnoty 97 % (Ret, Steiner, Gentilini, & Knaus, 2019).
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Obr. 3.1 'H NMR spektrum (500 MHz) deacetylovaného hyaluronanu v D;0 s vnitfnim
standardem TMSP-d, zmétrené pii 75 °C, vyznacené integralni intenzity byly pouZity pro
vypocet DDmr,1a @ DDnmr 1b. Upraveno z lit. (Sedlacek et al., 2019).
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Obr. 3.2 1H NMR spektrum (500 MHz) deacetylovaného hyaluronanu v 1% roztoku NaOD
s vnitinim standardem TMSP-ds zmérené pri laboratorni teploté, vyznacené integralni
intenzity byly pouzity pro vypocet DDywmr2. Upraveno z lit. (Sedlacek et al,, 2019).
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Tab. 3.1 Charakterizace pripravenych vzorkl deacetylovaného hyaluronanu pomoci SEC-MALLS (M., a M\,/M,), tH NMR spektroskopie (DDnmr 12,
DDnmr,1b @ DDnmr2) @ HPLC-UV po deaminaénim Stépeni (DDupic1) a po enzymatickém Stépeni (DDupic2). Podrobnosti jsou uvedeny v textu.

Vzorek MW,HA_ Einidlo ot Mw ) M/ M, DDnMR 12 DDnwR,1b DDnwr,2 DDuprca DDupLc,2
(kg mol-1) (°C) (kg mol-1) (%) (%) (%) (%) (%)
S1 200 N2H4-H20 55 21,9+0,2 1,42+0,04 8,6 +2,7 1,1+2,0 8,8+0,5 17,7+ 0,4 6,4+1,0
S2 200 N2H4-H20/sulfolan 55 12,7+03 1,61+0,11 9,1+2,7 2,8+2,0 9,7 +0,5 19,1+0,5 8,1+1,2
S3 200 N2H4-H20 65 7,5+0,1 1,58+0,06 14,3+2,5 0,8+2,0 109+0,6 22,3+0,6 99+1,4
S4 200 N2H4-H20/sulfolan 65 21,3+0,3 1,90+0,10 18,6 + 2,4 7,1+1,9 203+1,1 24,4 +0,7 18,3 2,2
S5 200 N2H4-H20 75 158+0,1 1,66+0,05 20,7 £2,3 11,6 +1,8 22,0+1,2 24,4 +0,7 21,2+2,8
Sé6 200 N2H4-H20/sulfolan 75 154+0,1 1,74+0,07 27,6 £2,1 16,5+ 1,7 28,4 +1,5 31,0+1,0 26,4 +4,7
S7 200 N2H4-H20 85 44+0,1 1,31+0,07 28,5+2,1 18,8+ 1,7 32,1+1,7 36,4+1,2 25,3+5,0
S8 200 N2H4-H20/sulfolan 85 98+0,2 1,59+0,08 379+1,8 24,6 +1,5 40,0+2,2 43,4+1,6 35,1+8,0
S9 460 N2H4-H20 55 63,7+0,1 1,61+0,01 10,7+ 2,6 -50=+21 8,0+0,4 17,8+ 0,4 59+1,0
S10 460 N2H4-H20/sulfolan 55 41,8+0,1 2,28+0,02 8,3+2,7 -1,8+2,1 10,7+ 0,6 18,6 + 0,4 8,7+1,3
S11 460 N2H4-H20 65 43,0+0,1 190+0,03 16,2+ 2,4 1,0+2,0 13,6 +0,7 19,5+ 0,4 10,8+ 1,5
S12 460 N2H4-H20/sulfolan 65 87,6+0,4 1,80+0,03 16,5+ 2,4 53+1,9 18,5+ 1,0 20,7 £ 0,5 16,2 +2,1
S13 460 N2H4-H20 75 144+0,1 2,01+0,04 23,6 £2,2 10,2+ 1,8 256+1,4 26,0+0,7 24,6 + 3,4
S14 460 N2H4-H20/sulfolan 75 21,7+0,1  2,61+0,05 28,1+2,1 155+1,7 33,0+1,8 32,1+1,0 309+49
S15 460 N2H4-H20 85 66+0,1 1,61+0,02 30,1+2,0 18,1+1,7 34,3+1,8 33,2+1,0 31,2+ 4,6
S16 460 N2H4-H20/sulfolan 85 17,1+03 2,63+0,05 37,1+1,8 27,4+1,5 46,4 +2,5 42,6 £ 1,4 40,6 £6,9
S17 460 N2H4-H20 95 31+0,1 1,33+0,02 42,117 30,5+1,4 48,6 +2,6 49,7+ 1,6 37,5+6,6
S18 460 N2H4-H20/sulfolan 95 3,7+0,1 1,41+0,01 49,4+1,5 353+1,3 56,5 £ 3,0 57,1+2,0 46,9 5,6
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DD vzorkil obecné vzristal se zvySenim teploty deacetylace a pri pouZiti smési sulfolanu a
N2H4-H20 namisto ¢istého N,H4-H,0 (tab. 3.1). Toto pozorovani lze vysvétlit tim, Ze ziredéni
protického N;Hs-H,O aprotickym sulfolanem sniZilo mnozZstvi vodikovych vazeb mezi
molekulami hydrazinu, ¢imZ doslo ke zvysSeni nukleofility volnych elektronovych pari na

hydrazinu, ktery se v dlisledku toho stal silnéjsim deacetyla¢nim ¢inidlem.
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Obr. 3.3 Blandovy-Altmanovy diagramy porovnavajici hodnoty DD ziskané tiremi rtiznymi
metodami vyuzivajicimi 1H NMR spektroskopii: (a) DDnmr1a VS. DDxmr1b; (b) DDnmr2 VS.
DDnwr 1a- Upraveno z lit. (Sedlacek et al., 2019).
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Obr. 3.4 Porovnani integralnich intenzit Icuz a Icunuz pro vzorky S1 a S18. Intenzita Icuz byla
pouZita pro vypocet DDxmr1a (8,6 % pro S1 a 49,4 % pro S18) a intenzita Icunnz byla pouzita
pro vypocet DDywr2 (8,8 % pro S1 a 56,5 % pro S18). Nartst poctu signald prispivajicich
Kk Icus je doprovazen zvétSenim rozdilu mezi DDymr 1a @ DDnmr 2.
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4.2  STANOVENI DISTRIBUCE AMINOSKUPIN POMOCi DEAMINACNIHO STEPENI

Postup stanoveni distribuce aminoskupin pomoci deaminaéniho $tépeni byl nasledujici: (i)
B-(1—4)-glykosidové vazby mezi GlcN a GIcA byly rozStépeny in situ generovanou
Kyselinou dusitou za vzniku sudych oligosacharidii s 2,5-anhydro-D-mannosou (aMan) na
redukujicim konci (obr. 1.7); (ii) oligosacharidy byly na redukujicim konci derivatizovany
dvéma molekulami 1-fenyl-3-methyl-2-pyrazolin-5-onu (PMP) a separovany pomoci HPLC-
UV; (iii) z ploch piki oligosacharida korigovanych pomoci relativnich odezvovych faktort
(RRF) byl vypocitdn DDupic,1, ktery byl porovnan s DDymrz; (iv) v piipadé shody DD byly
experimentalni molarni zlomky oligosacharidli ziskané normalizaci ploch pikli porovnany
s teoretickymi molarnimi zlomky vypocitanymi na zdkladé nahodné distribuce amino-

skupin.

4.2.1 Vyvoj metody

Prvnim krokem bylo ovéreni popsanych podminek deamina¢niho Stépeni a nasledné
derivatizace (Han et al., 2015) na roztoku hydrochloridu GIcN (metoda 1a). JelikoZ uvedena
metoda neposkytla 2,5-anhydro-D-mannosu se dvéma jednotkami PMP (aManpwmp), bylo
deaminacni Stépeni vyzkousSeno jednak bez kyseliny octové (metoda 1b), jednak bez
kyseliny sirové (metoda 1c) za podminek blizkych tém, které byly pouZity pro deaminaci
deacetylovanych oligosacharidii hyaluronanu (Chen et al., 2009). Ocekavany produkt
aManpwp byl pomoci UHPLC-ESI-QqTOF-MS detekovan (tab. 3.2) pouze ve vzorku
pripraveném metodou 1c. Jeho stabilita v roztoku byla ovétfena pomoci HPLC-UV. Po 15 h
bylo nalezeno priblizné 96 % plivodniho mnozstvi. Vzhledem k netimérné dlouhému
retencnimu casu piku aManpwpe (40,8 min v HPLC-UV metodé a 61,4 min v UPLC-UV/MS

metodé), byl chromatograficky gradient pro dalsi analyzy upraven.

Tab. 3.2 Charakterizace aManpmp pomoci ESI-QqTOF-MS v pozitivnim médu ionizace.

m/z
Zkratka Symbol Vzorec Ion Teor. Exp.
PMP [M+H]* 493,21 493,25
aManpyp PMP C26H28N406 [M+Na]* 515,19 515,23

Nasledujicim krokem bylo ovéreni reak¢nich podminek na 1 mg hydrochloridu GlcN
(metoda 2a). Pik aManpmp ve zkracené HPLC-UV metodé eluoval v ¢ase 16,7 min, pricemz
Cistota produktu vypocitand normalizaci ploch pikd cinila 64 %. Protoze zvySeni

koncentrace hydroxidu sodného pfi derivatizacni reakci (metoda 2b) vedlo k poklesu
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chromatografické cistoty na 55 %, byl pro derivatizaci zvolen méné bazicky triethylamin
(Zhang et al., 2011). Jesté pred nahrazenim hydroxidu sodného triethylaminem (EtzN) byla
vSak metoda 2b vyzkouSena na vzorku S8. Misto ocekavanych sudych oligosacharidi
s aManpmp na redukujicim konci byly pomoci UHPLC-ESI-QqTOF-MS v pozitivnim moédu
ionizace detekovany liché oligosacharidy s GlcApwp na redukujicim konci (obr. 3.5), coz
nasvédcovalo tomu, Ze se jednotky aMan, podobné jako jednotky GlcNAc (Blundell &
Almond, 2006), ze sudych oligosacharidd HA v bazickém prostredi odstépuji. ZvySeni
koncentrace hydrochloridu GlcN pfi deamina¢nim $tépeni z 1,9 mg mL-! na 4,8 mg mL-1 a
pouZiti triethylaminu misto hydroxidu sodného pti derivatizaci (metoda 3a) se projevilo

zvySenim chromatografické Cistoty produktu aManpmp na 87 %.
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Obr. 3.5 Vyrezy z UV-245 nm chromatogramu a extrahovanych iontovych chromatogramii
(ESI*) vzorku S8 zméreného metodou 2b. Prvni pik je smési 7pmp (m/z 831,794, [M+2H]2+)
a9pmp (m/z1021,35, [M+2H]?+), druhy odpovida 5pme (m/z 1283,46, [M+H]*), tieti 3pmp (Mm/z
904,324, [M+H]*) a ¢tvrty GlcApmp (m/z 525,237, [M+H]*).

V dal$im kroku byly upravené reakéni podminky vyzkouseny na vzorcich S2 a S8. Nejprve
byl ovéren vznik sudych oligosacharidii s aMan na redukujicim konci pii deamina¢nim
Stépeni (metoda 3b). Zatimco ve smeési pripravené deaminacnim Stépenim vzorku S8

(DDxmrz2 = 40,0 %) byly pomoci UHPLC-ESI-QQTOF-MS v negativhim moédu ionizace
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nalezeny prevazné oligosacharidy s aMan na redukujicim konci (obr. 3.6), ve smési
pripravené deaminac¢nim Stépenim vzorku S2 (DDwwmr2 = 9,7 %) byly kromé oligosacharidt
saMan na redukujicim konci vyznamné zastoupeny i oligosacharidy s GlcNAc na
redukujicim konci (tab. 3.3). Obé skupiny oligosacharidii byly charakterizovany
elementarnim slozenim iontd (tab. D1). Deacetylované oligosacharidy, jejichz pritomnost
by nasvédcovala netiplnému probéhnuti deaminac¢niho Stépeni, nebyly ani v jedné smési
detekovany. Nadto sloZeni smési ziskané po 24 h deaminacniho Stépeni se vyznamné
nelisilo od sloZeni smési ziskané po 90 min, coz dale potvrdilo Uplné probéhnuti

deaminacniho Stépeni.
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Obr. 3.6 Vyrez z celkového iontového chromatogramu (ESI-) vzorku S8 zméreného
metodou 3b. V chromatogramu ptevazuji oligosacharidy s aMan na redukujicim konci,
jejichZ obecna struktura je zndzornéna nad chromatogramem.

Tab. 3.3 Plochy pikid sudych oligosacharidii s aMan (Aaman) nebo s GIcNAc (Acicnac) na
redukujicim konci nalezené ve vzorcich S2 a S8 pomoci metody 3b. Relativni zastoupeni
nezadoucich oligosacharidd s GlcNAc na redukujicim konci (R) bylo pro dany pocet
disacharidovych jednotek (i) vypocitano podle vztahu: R; = 100 x Agicnac,i / (AaMan,i + AcicNac,i)-

52 58
! Aoien (A1) Aconac (@) R(%)  Awian (a) Acevac (a0) R (%)
1 2000 i 0,0 16 300 t 0,0
2 2600 1700 39,5 31300 1300 4,0
3 1500 1600 51,6 7100 800 10,1
4 2000 1500 42,9 5 800 400 6,5
5 2900 1100 275 5 000 200 3,9
6 1600 800 33,3 1700 100 5,6
7 600 250 29,4 200 _t 0,0
8 400 150 273 50 _t 0,0
9 300 100 25,0 _t _t it

10 200 50 20,0 _t —t _t

11 100 _t 0,0 _t _t _t

tOligosacharid nebyl pomoci UHPLC-ESI-QqTOF-MS v negativnim mdédu ionizace detekovan.
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Plivod oligosacharidii s GIcNAc na redukujicim konci ztstal nejasny. Hydrolyzou dlouhych
oligosacharidt s GIcNAc na redukujicim konci (i > 20) zfejmé nevznikaji, nebot, jak bylo
ovéreno (metoda 3c), tyto oligosacharidy jsou aZ po eikosasacharid (i = 10) v prostiedi
kyseliny dusité stabilni. Nepodléhaji ani hydrolyze, ani deacetylaci. Je mozné, Ze
oligosacharidy s GlcNAc na redukujicim konci vznikaji hydrolyzou dlouhych oligosacharidt
s aMan na redukujicim konci, ov§em tuto hypotézu nebylo mozné ovérit kviili nedostupnosti

standardi téchto oligosacharidi.

Po ovéreni priibéhu deaminac¢niho $tépeni bylo prikroceno k optimalizaci derivatizacni
reakce na vzorku S8. Byly vyzkouseny ctyfi riizné objemy vody a triethyaminu (tab. 3.4),
pricemz poradi pridavku ¢inidel bylo nasledujici: PMP - MeOH — H,0 — Et:N (metoda 4a).
Jelikoz ve vSech pripadech byly kromé sudych oligosacharidi s aManpmp na redukujicim
konci nalezeny téz liché oligosacharidy s GlcApwe na redukujicim konci (obr. 3.7a), bylo
vyzkousSeno odliSné poradi piidavku c¢inidel. Zatimco potradi H,O — EtsN — MeOH — PMP
(metoda 4b) poskytlo smés obou typt oligosacharidi (obr. 3.7b), v pripadé poradi H.0 —
MeOH — Etz:N — PMP (metoda 4c) byly az na a2pwp ziskany vyhradné liché oligosacharidy
s GlcApwr na redukujicim konci (obr. 3.7c). ProtoZe se pies vesSkerou snahu nepodarilo
oligosacharidy s aMan na redukujicim konci kvantitativné prevést na oligosacharidy
s aManpmp na redukujicim konci, bylo rozhodnuto, Ze budou detekovany v podobé lichych
oligosacharidti s GlcApvp na redukujicim konci, na néz v prostredi triethylaminu témér
kvantitativné prechazeji. Za timto ucCelem byly optimalizovany teplota a c¢as Stépeni
triethylaminem (tab. 3.5). Jako nejvhodnéjsi bylo zvoleno michani pfi laboratorni teploté

po dobu 60 min.

Tab. 3.4 Relativni plochy sudych oligosacharidli s aManpmp na redukujicim konci nalezené
ve vzorku S8 v zavislosti na objemu vody (Vu,0) a objemu triethylaminu (Ven), pouzitych
pro derivatizaci metodou 4a s poradim pridavku cinidel PMP - MeOH — H,O — Et3N.
Relativni zastoupeni nezadoucich lichych oligosacharidti s GlcApmp na redukujicim konci je
vyjadreno jako pomér ploch pikid a2pmp a GlcApmp.

Vipo Ve Relativni plocha piku oligosacharidut (%) Pomér ploch
(uL)  (uL) aZpmp ademp abpmp  a8pvp  alOpmp alZpwp aZpwp a GlcApmp
100 100 47,2 249 14,6 7,8 4,0 1,5 12,0:1
100 75 47,1 244 148 7,9 4,1 1,6 69:1
100 50 47,3 24,1 148 8,0 4,1 1,7 76:1
200 100 46,5 249 148 7,9 4,1 1,7 11,6:1

tOligosacharidy jsou oznaceny zkratkou aXemp, kde a 0znacuje aMan, X je poc¢et monosacharidovych
jednotek a PMP znaci derivatizaci dvéma jednotkami PMP na redukujicim konci.
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Obr. 3.7 Vytezy z UV-245 nm chromatogramii vzorku S8 zméreného tifemi metodami: (a)
metoda 4a, poradi pridavku ¢inidel PMP - MeOH — H;0 — Et;N; (b) metoda 4b, poradi
pridavku ¢inidel H,0 — EtsN - MeOH — PMP; (c) metoda 4c, poradi pridavku ¢inidel H,0 —
MeOH — Et:N —» PMP.

Finalni metoda méla oproti vySe popsanému postupu, vyuzivajicimu roztok hydroxidu
sodného (metoda 2b), vyhodu selektivnéjsiho pribéhu Stépici reakce. Vzniklé oligo-
sacharidy s GlcApwp na redukujicim konci byly charakterizovany jednak elementarnim
sloZenim iontd (tab. D2), jednak porovnanim retencnich casi s retencnimi ¢asy standardt
(tab. 2.3). Standardy byly téZ pouzity pro urceni relativnich odezvovych faktort (RRF;)
jednotlivych oligosacharidi vic¢i GlcApmp, které byly zahrnuty do vypoctu stupné
deacetylace (DDuprc,1).
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Tab. 3.5 Pomér ploch aZpmp a GlcApmr ve vzorku S8 v zavislosti na teploté (T) a Case (t)
pouzitych pro Stépeni oligosacharidl triethylaminem metodou 4c s poradim piidavku
¢inidel H,0 - MeOH — EtsN — PMP.

T t Pomér ploch
(°C)  (min) aZpwr a GlcApme
lab. t. 30 1:4,6
lab. t. 60 1:9,0

60 15 1:99

60 60 1:9,0

4.2.2 Stupen deacetylace

Finalni metodou byl stanoven stupen deacetylace (DDupic1) pripravenych vzorkid daHA
(tab. 3.1). Vypocet DDupic,1 byl zaloZen na porovnani odezvy jednotek GIcN, piredstavované
Citatelem vzorce (2.4), s odezvou vSech disacharidovych jednotek v daném vzorku daHA,
predstavované jmenovatelem vzorce (2.4). Zatimco Ccitatel byl prostym souctem
korigovanych ploch oligosacharidd, jelikoz kazdy detekovany oligosacharid (obr. 3.7c)
odpovidal jedné jednotce GlcN v piivodnim vzorku daHA, jmenovatel byl sou¢tem soucint
korigovanych ploch a poc¢tu disacharidovych jednotek v daném oligosacharidu. Obdobny
pristup pouzili Han et al. (2015) pri vypoctu stupné acetylace chitosanu, kdyZ odezvu

jednotek GlcNAc délili odezvou vSech sacharidovych jednotek ve vzorku.
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Obr. 3.8 Blandovy-Altmanovy diagramy porovnavajici: (a) hodnoty DDupic1 S hodnotami
DDnwmr2; (b) hodnoty DDupic,2 s hodnotami DDywr 2. Primér (— - —) a 95% meze shody (- - )
vyjadrené jako + 2,120 (Ludbrook, 2010) byly v pripadé (a) vypocitany pro vzorky s DDywmr 2
> 20 % a v pripadé (b) pro vzorky s DDymr 2 < 30 %.
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Ziskané hodnoty DDupic1 byly pomoci Blandova-Altmanova diagramu (Giavarina, 2015)
porovnany s hodnotami DDywmg 2 (0br. 3.8a). U vzorkl s DDmrz = 20 % byly hodnoty DDupic
v dobré shodé s hodnotami DDymr2 (vSechny body leZely v mezich shody), naproti tomu u
vzorkl s DDymr2 < 20 % byly hodnoty DDrupic1 oproti hodnotdm DDwywr2 nadhodnocené az
dvojnasobné. Tento rozdil byl pripsan vyznamnému mnozstvi sudych oligosacharidi s

GlcNAc na redukujicim konci nalezenému ve vzorcich s DDymr2 < 20 % (tab. 3.3).

4.2.3 Distribuce aminoskupin

JelikoZ byla ve vzorcich daHA s ohledem na homogenitu rea¢ni smési pii deacetylaci
(Mischnick & Momcilovic, 2010) ocekdvana nahodna distribuce aminoskupin, byly pro

porovnani s experimentem vytvoreny dva modely ndhodné distribuce.

Prvni model byl zaloZen na enzymatickém Stépeni HA bovinni testikularni hyaluronidasou
(BTH), ktera stépi HA ndhodné na sudé oligosacharidy s GlcNAc na redukujicim konci (Stern
& Jedrzejas, 2006). Pro simulaci rtiznych hodnot DD byl HA hydrolyzovan BTH o enzymové
aktivité 25-200 U a vzniklé sudé oligosacharidy byly plisobenim hydroxidu sodného
prevedeny na liché oligosacharidy s GlcA na redukujicim konci (Blundell & Almond, 2006),
které byly derivatizovany PMP a analyzovany pomoci HPLC-UV, jako kdyby pochazely ze
vzorku daHA. Hodnoty zdanlivého DD#pic1, vypocitané podle vzorce (2.4), ¢inily 14,9 %,
18,0 %, 21,6 % a 22,0 % pro aktivitu enzymu 25 U, 50 U, 100 U a 200 U. Ze srovnani
molarnich zlomkii lichych oligosacharidi ziskanych pri aktivitach 100 Ua 200 U (obr. 3.9a)
vyplynulo, ze pti 200 U bylo dosaZeno maximalniho rozstépeni HA, a Ze tedy zvySeni
zdanlivého DD#yprc1 nad 22 % neni moZné. ProtoZe mezi pripravenymi vzorky daHA nebyl
takovy, ktery by vykazoval DDupici < 22 % (podminka pouZitelnosti enzymatického
modelu) a zarovenn mél DDywr2 2 20 % (podminka shody DDupici S DDnmrz), byl pro
porovnani zvolen vzorek S12, ktery spliioval podminku pouzitelnosti enzymatického
modelu (DDupic1 = 20,7 %) a jeho DDnmr2 byl blizky mezni hodnoté (DDnmr2 = 18,5 %). Na
zakladé porovnani molarnich zlomki oligosacharidi ziskanych deamina¢nim a enzyma-
tickym Stépenim (obr. 3.9b) byly rozliSeny dvé skupiny oligosacharidii: u oligosacharida s i
< 6 byly rozdily zplisobeny predevsim nendhodnym priibéhem enzymatického Stépeni a o
distribuci aminoskupin ve vzorku S12 nic nevypovidaly, u oligosacharidii s i = 7 rozdily
nasvédcovaly rozmisténi aminoskupin ve vétsich vzdalenostech, nez jaké by odpovidaly
ndhodné distribuci. Pri¢cinou nendhodného priibéhu enzymatického Stépeni oligosacharidu
s i < 6 byly: (i) pokles hydrolytické aktivity BTH na ukor transglykosylacni aktivity

s klesajicim poctem disacharidovych jednotek v oligosacharidu (Deschrevel, Tranchepain,
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& Vincent, 2008); (ii) skutecnost, Ze nejkratSim oligosacharidem, ktery BTH dokaZe
hydrolyzovat, je hexasacharid (Stern & Jedrzejas, 2006). Vzhledem ke znacnym omezenim

enzymatického modelu byl vytvofen matematicky model.

—e— HA: DD%wpic,1 = 21,6 %
== daHA: DDupic,1 = 20,7 %

(a) 30 (b) 30

25 +

20 |

x; (%)
x; (%)
i

1 2 3 4 5 6 | 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Obr. 3.9 Model nahodné distribuce aminoskupin zaloZeny na enzymatickém S$tépeni
hyaluronanu bovinni testikularni hyaluronidasou: (a) zavislost molarnich zlomk lichych
oligosacharidii na aktivité enzymu; (b) porovnani molarnich zlomkd lichych oligosacharidt
ziskanych deaminac¢nim $tépenim vzorku S12 a enzymatickym $tépenim hyaluronanu pfi
aktivité enzymu 100 U.

Druhy model byl Cisté matematicky (Sedlacek et al., 2019). Z DDymr2 @ molarni hmotnosti
byly pro kazdy vzorek daHA s DDymr2 = 20 % vypocitany teoretické molarni zlomky lichych
oligosacharidti odpovidajici nahodné distribuci aminoskupin a takto ziskané zlomky byly
porovnany se zlomky stanovenymi experimentalné (obr. 3.10). Nezavisle na vychozi
molarni hmotnosti HA (Mwna) a reakénich podminkdch deacetylace se experimentalni
molarni zlomky bliZily teoreticky predpovézenym zlomkiim. Nejlepsi shoda experimentu
s teorii byla nalezena u vzorkt pripravenych za vysokych teplot ve smési N;H4-H20/sulfolan
1:1, tedy u vzorki S8, S16 a S18. Jelikoz u vSech vzorki byly experimentalné stanovené
zlomky GlcApmp (i = 1) nizsi, a zlomky 5pmp (i = 3) a 7pme (i = 4) naopak vyssi, nez by
odpovidalo ndhodné distribuci aminoskupin podél retézce daHA, byl ucinén zaveér, Ze
distribuce aminoskupin v chemicky deacetylovaném HA neni ndhodn4, nybrz vychylena ve
prospéch vétsSich vzdalenosti. Jinymi slovy, byl-li dany GIcNAc deacetylovan, k dalsi
deacetylaci doslo spiSe ob jednu a vice disacharidovych jednotek nez v sousedni
disacharidové jednotce. Pouze pro tplnost bylo obdobné porovnani provedeno pro vzorky
daHA s DDnwmr2 < 20 %. Shoda experimentalnich molarnich zlomka s teoretickymi byla

u téchto vzorkil vyrazné horsi (obr. D1).
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Obr. 3.10 Porovnani experimentilnich molarnich zlomkl oligosacharidi ziskanych
deaminac¢nim Stépenim (Exp) s teoretickymi zlomky odpovidajicimi nahodné distribuci
aminoskupin (Rnd_DD_Mw) pro vzorky daHA s DDwwr2 = 20 %. U kazdého vzorku je
uvedena vychozi molarni hmotnost HA, ¢inidlo, reaké¢ni teplota a vysledny DDywr 2. PFevzato
z lit. (Sedlacek et al., 2019).
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Obr. 3.11 Porovnani molarnich zlomki oligosacharidd ziskanych deamina¢nim $tépenim:
(a) vzorkl pripravenych z HA o riizné molarni hmotnosti (Mwua = 200 kg mol-1, 460 kg
mol-1a 2200 kg mol-1 pro S3,S11 a S19) pri 65 °C v N2Hs-H20; (b) vzorkd pripravenych z HA
o rizné molarni hmotnosti (Mw,:a = 200 kg mol-1, 460 kg mol-1 a 2200 kg mol-! pro S4, S12
aS20) pri 65 °C ve smési N2Hs-H20/sulfolan 1 : 1; (c) vzorku pripravenych z HA (Mw,ua = 460
kg mol-1) pti 75 °C v NzHsH;0 nominalni metodou (513), z desetinové navazky HA
(S13100mg) a v ptitomnosti Na;S04 o koncentraci 7,1 mg mL-! (S13na2s04)-

Za ucelem popsani vlivu riiznych parametri na distribuci aminoskupin byly vyzkouseny tti

zmény v deacetylacni reakci: (i) zvySeni vychozi molarni hmotnosti HA na Mywua = 2 200 kg

mol-! (vzorky S19 a S20); (ii) sniZeni navazky HA v ptipravé vzorku S13 z 1,03 gna 100 mg
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(vzorek S13100mg); (iii) pridavek siranu sodného (7,1 mg mL-1) do ptipravy vzorku S13
(vzorek S13wazso4). Zatimco vliv vychozi molarni hmotnosti a navazky HA na distribuci
aminoskupin byl nevyznamny (obr. 3.11), pridavek siranu sodného se projevil poklesem
DDuprci z 26,0 % na 21,7 % a vychylenim distribuce smérem k vétSim vzdalenostem mezi
aminoskupinami, coZ nasvédcovalo tomu, Ze siran sodny potlacil katalyticky vliv siranu

hydrazinia, pritomného v reakéni smési (Inoue & Kitajima, 1985).

4.3 STANOVENI DISTRIBUCE AMINOSKUPIN POMOCI ENZYMATICKEHO STEPENi

Postup stanoveni distribuce aminoskupin pomoci enzymatického $tépeni byl obdobny jako
u deaminacniho Stépeni, jen s tim rozdilem, Ze smés oligosacharidl byla z daHA ziskana

plisobenim enzymu.

4.3.1 Vyvoj metody

Prvnim krokem bylo nalezeni vhodného enzymu, ktery by daHA $tépil na jednoduchou smés
oligosacharidti. Vzorky daHA byly rozstépeny bovinni testikularni hyaluronidasou (BTH),
hyaluronidasou z Talaromyces stipitatus (TSH) a hyaluronidasou ze Streptococcus
pneumoniae (SpHyl) a vysledné smési oligosacharidii byly analyzovany pomoci UHPLC-ESI-
QgTOF-MS v negativnim modu ionizace (metody 5a-c). Pro vyhodnoceni enzymatického
Stépeni byly zvoleny oligosacharidy, jejichz orientacni molarni zlomek (x,") byl vétsi nez 10
% alesponi u jednoho vzorku. Zastoupeni téchto oligosacharidii bylo vztaZeno k rostoucimu
DDymr2 (0obr. 3.12-3.14) a pro vzorky s DDymr2 kolem 20 % (S12, S4 a S5) byl vypocitan
jejich sumarni orienta¢ni molarni zlomek. Zatimco pro BTH a TSH cinil sumarni zlomek
osmi oligosacharidii 85-94 % a 87-97 %, pro SpHyl ¢inil sumarni zlomek sedmi
oligosacharid(i 94-95 %. Z testovanych enzymt tedy SpHyl poskytoval nejjednodussi smési

oligosacharid, a byl proto vybran pro stanoveni distribuce aminoskupin.

DalSim krokem bylo zhodnoceni selektivity enzymatické aktivity enzymu SpHyl. Nékolik
deacetylovanych oligosacharidi bylo timto enzymem rozstépeno a vysledné smési byly
analyzovany pomoci UHPLC-ESI-QqTOF-MS v negativnim moédu ionizace (metoda 5d).
Z vysledka (tab. 3.6) vyplynulo, Ze SpHyl nestépi -(1—4)-glykosidovovu vazbu mezi GlcN
a GlcA, nybrz Ze stépi B-(1—4)-glykosidovovu vazbu mezi GlcA a GIcNAc za (ve sméru od

redukujiciho konce) disacharidovou jednotkou, v niz se nachazi GIcN.
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Obr. 3.12 Zastoupeni vybranych oligosacharidd ve smésich ziskanych stépenim vzorki
daHA enzymem BTH (metoda 5a). Oligosacharidy jsou oznaceny zkratkou X.Y.ZZ (= Xv%2),
kde X oznacuje pocet monosacharidovych jednotek, Y oznacuje pocet GIcN jednotek a ZZ
urcuje monosacharid na neredukujicim a redukujicim konci (N odpovida GIcNAc nebo GIcN,
A odpovida GlcA). Oligosacharidy bez uvedeného ZZ maji ZZ = AN. Barevné odliSené vzorky
byly pouZity pro porovnani enzymi. U kazdého vzorku je uveden DDnwgr 2.

Tab. 3.6 Stépeni vybranych deacetylovanych oligosacharidii enzymem SpHyl (metoda 5d).

Vychozi oligosacharid Produkty
Zkratkat Izomer Zkratkat
A4 AGIcA-GIcN-GlcA-GlcNAc Pouze vychozi
A6, AGlcA-GlcN-GlcA-GlecN-GlcA-GIcNAc Pouze vychozi
61 GlcA-GlcNAc-GlcA-GlcN-GlcA-GlcNAc 20+ A4q#
8; GlcA-GIcNAc-GlcA-GlcN-(GlcA-GIcNAc): 20+ A4t + A2
101 GlcA-GIcNAc-GlcA-GlcN-(GlcA-GIcNAc); 20+ A4t + A2,

tOligosacharidy jsou oznaceny zkratkou AXy, kde A predstavuje dvojnou vazbu v poloze 4,5
v monosacharidu na neredukujicim konci, X oznacuje poclet monosacharidovych jednotek a Y
oznacuje pocet GlcN jednotek.

#Jedna se o stejny izomer, jako byl testovan, tj. AGlcA-GlcN-GlcA-GlcNAc.
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Obr. 3.13 Zastoupeni vybranych oligosacharidd ve smésich ziskanych Stépenim vzorkt
daHA enzymem TSH (metoda 5b). Oligosacharidy jsou oznaceny zkratkou X.Y.ZZ (= Xv%2),
kde X oznacuje pocet monosacharidovych jednotek, Y oznacuje pocet GlcN jednotek a ZZ
urcuje monosacharid na neredukujicim a redukujicim konci (N odpovida GlcNAc nebo GIcN,
A odpovida GlcA). Oligosacharidy bez uvedeného ZZ maji ZZ = AN. Barevné odliSené vzorky
byly pouZity pro porovnani enzymi. U kazdého vzorku je uveden DDnmgr 2.

V poslednim kroku byla provedena derivatizace oligosacharidti ¢inidlem PMP. Pri poradi

pridavku ¢inidel MeOH — PMP — Et;N byla ziskana smés 4,5-nenasycenych oligosacharidt

se dvéma jednotkami PMP na redukujicim konci (obr. 3.15), které byly charakterizovany

elementarnim sloZenim iontd (tab. D4). Kvili nedostupnosti standardt byl stanoven a do

vypoctu stupné deacetylace (DDupic2) zahrnut pouze relativni odezvovy faktor (RRF) 4,5-

nenasyceného disacharidu A2¢pmp viiCi 4,5-nenasycenému tetracharidu A4 pump.
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Obr. 3.14 Zastoupeni vybranych oligosacharidd ve smeésich ziskanych Stépenim vzorkt
daHA enzymem SpHyl (metoda 5c). Oligosacharidy jsou oznaceny zkratkou AX.Y.ZZ (=
AXy?Z), kde A predstavuje dvojnou vazbu v poloze 4,5 v monosacharidu na neredukujicim
konci, X oznacuje pocet monosacharidovych jednotek, Y oznacuje pocet GlcN jednotek a ZZ
urcuje monosacharid na neredukujicim a redukujicim konci (N odpovida GIcNAc nebo GIcN,
A odpovida AGlcA). Oligosacharidy bez uvedeného ZZ maji ZZ = AN. Barevné odliSené vzorky
byly pouZity pro porovnani enzymd. U kazdého vzorku je uveden DDnwgr 2.

A145 (a. l.l.)

HOOC OH HOOC OH @
0 OHo_N
k=0 Q@ ol H%tA/?io Y 23
OH NH, OH N
k — ox?
0.60- 0@;'*“
k=1 @
0.40 < HOOC OH OH
: Hot&/uooc o \Ho OH 0 Ny
k<0 0 %0 0 =
3 H NH, OH H,N
0.204 k=1 . k 0= \H
k = 300 n l PMP @)
0.00 A
— —— — —_— —_—
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
tr (Min)

Obr. 3.15 Vytez z UV-245 nm chromatogramu vzorku S14 zméreného finalni metodou.
Upraveno z lit. (Sedlacek et al.,, 2019).
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4.3.2 Stupen deacetylace

Finalni metodou byl stanoven stupen deacetylace (DDupicz) pripravenych vzorkd daHA
(tab. 3.1). Vypocet DDupic2 byl stejné jako vypocet DDypic1 zaloZen na porovnani odezvy
jednotek GIcN, predstavované citatelem vzorce (2.7), s odezvou vSech disacharidovych

jednotek v daném vzorku daHA, predstavované jmenovatelem vzorce (2.7).

Ziskané hodnoty DDupic2 byly pomoci Blandova-Altmanova diagramu (Giavarina, 2015)
porovnany s hodnotami DDymg 2 (0br. 3.8b). U vzorki s DDymr 2 < 30 % byly hodnoty DDupic,2
v dobré shodé s hodnotami DDymr2 (vSechny body lezely v mezich shody), naproti tomu u
vzorkl s DDywmr 2 > 30 % byly hodnoty DDypic2 oproti hodnotdm DDymr 2 podhodnocené kvili
neschopnosti enzymu SpHyl $tépit -(1—4)-glykosidovou vazbu mezi GlcN a GlcA, ktera se

u téchto vzorkil vyskytuje Castéji nez u vzorkt s DDymr 2 < 30 %.

4.3.3 Distribuce aminoskupin

Pro porovnani s experimentalnimi vysledky byl vytvoren matematicky model (Sedlacek et
al,, 2019) nadhodné distribuce aminoskupin ve dvou variantach. Prvni varianta (Rnd_L=L0)
predpokladala, ze retézce daHA o délce dané molarni hmotnosti jsou enzymem SpHyl
Stépeny postupné od redukujiciho konce. Druha varianta (Rnd_L=i) predpokladala, Ze
Stépeni zacind na ndhodném misté uvnitf retézce a nasledné pokracuje jako v prvni varianté
(Mai, Vo, & Meere, 2018), coZ bylo v modelu realizovano predstépenim retézce o délce dané
molarni hmotnosti na fragmenty délky L = i, kde i > 3. Retézce kratsi nez 2L nebyly v tomto
modelu Stépeny a pri vybéru mista Stépeni bylo zohlednéno zjisténi, ze SpHyl nestépi (-

(1-4)-glykosidovovu vazbu mezi GIcN a GlcA (oddil 4.3.1).

Pro kazdy vzorek daHA s DDnmr2 < 30 % byly obéma variantami modelu vypocitany
teoretické molarni zlomKky oligosacharidi odpovidajici ndhodné distribuci aminoskupin a
takto ziskané zlomky byly porovnany se zlomky stanovenymi experimentalné (obr. 3.16,
tab. D6). Nezavisle na vychozi molarni hmotnosti HA (Mwua) a reakénich podminkach
deacetylace se experimentalni molarni zlomKy bliZily teoreticky predpovézenym zlomkim.
Nejvétsi rozdil mezi teorii a experimentem byl pozorovan u molarnich zlom@ A21pmp a
A4 pvp. Varianta Rnd_L=L0 oproti experimentu zlomek A21pmp podhodnocovala a zlomek
A41pvp naopak nadhodnocovala, nebot v tomto modelu vznikal A2ipmp, pouze kdyz
k deacetylaci doslo na redukujicim konci fetézce. Varianta Rnd_L=i, v niZ chovani enzymu
SpHyl vice odpovidalo dosavadnim poznatkim, zminény rozdil ponékud zmensila, nicméné

zcela jej neodstranila, coz bylo spolu s nadhodnocenim zlomku A4 pump Oproti experimentu
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povazovano za diikaz, Ze byl-1i dany GIcNAc deacetylovan, k dalsi deacetylaci doslo spiSe ob
jednu a vice disacharidovych jednotek nez v sousedni disacharidové jednotce. Pouze pro
uplnost bylo obdobné porovnani provedeno pro vzorky daHA s DDywmr2 > 30 %. Shoda
experimentalnich molarnich zlomki s teoretickymi byla u téchto vzorkd prekvapivé

podobna jako u prvni skupiny (obr. D2).
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Obr. 3.16 Porovnani experimentilnich molarnich zlomkl oligosacharidi ziskanych
enzymatickym Stépenim (Exp) s teoretickymi zlomky odpovidajicimi ndhodné distribuci
aminoskupin bez predStépeni (Rnd_L=L0) a s predStépenim (Rnd_L=i) pro vzorky daHA
s DDymr2 < 30 %. U kazdého vzorku je uvedena vychozi molarni hmotnost HA, cinidlo,
reakcni teplota a vysledny DDwwmr2. Pro zvySeni prehlednosti byl spodni index PMP ve
zkratkach oligosacharidli vynechan a molarni zlomek A2¢pmp vydélen tremi. Prevzato z lit.
(Sedlacek et al., 2019).

Pticina pozorovaného odchyleni distribuce aminoskupin v daHA od ndhodného rozlozeni
nebyla zatim nalezena. Lze predpokladat, Ze na vyslednou distribuci aminoskupin maji vliv
inter- a intramolekuldrni interakce existujici béhem deacetylace, ovSem presné vysvétleni
by vyzadovalo znalost dosud nestudovaného mechanismu deacetylace HA. Na zakladé
literatury Ize pouze konstatovat, Ze v prostiredi N2H4-H20 jsou jak karboxylové skupiny, tak
aminoskupiny deprotonovany, jelikoz pK.(RNHs*) < 0,7 v N2H4-H,0 (Bauer & Gaillochet,
1978), a zZe deacetylace probiha pres tetraedricky intermediat, jehoZ stabilitu sterickym
branénim ovliviiuje 3-0-subtituent (Inoue & Kitajima, 1985), tedy zbytek retézce vazany [3-

(1-3)-glykosidovou vazbou na dany GlcNAc.
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5 ZAVER

Pro studium distribuce substituentti byl zvolen deacetylovany HA (daHA), ktery patfi mezi
nejjednodussi derivaty HA. Deacetylace HA byla provedena ve dvou prostiedich (N2Hs-H20
a NzH4-H;0/sulfolan 1 : 1) pti teplotach od 55 °C do 95 °C. Pomoci SEC-MALLS byly
stanoveny hmotnostné priimérna molarni hmotnost (M,,) a disperzita molarni hmotnosti
(M,,/M,) pripravenych vzorki. Z vysledkt byl patrny vyrazny pokles molarni hmotnosti
béhem deacetylace. Stupen deacetylace (DD) vzorki byl urcen tfemi metodami pomoci 1H
NMR spektroskopie, pricemz nejspravnéjsi hodnoty poskytla metoda zalozena na primém

stanoveni DD z integralni intenzity protonu sousediciho s aminoskupinou (DDnwmr2).

Nasledné byly vyvinuty dvé depolymerizac¢ni metody vyuzivajici HPLC-UV pro stanoveni
distribuce aminoskupin v daHA. Prvni byla zaloZena na deaminacnim Stépeni kyselinou
dusitou generovanou in situ, druhd na enzymatickém Stépeni hyaluronidasou ze
Streptococcus pneumoniae. Obé metody kromé urceni distribuce umoznovaly téZ stanoveni
DD, cehoz bylo vyuzito pro ovéreni jejich spravnosti srovnanim s hodnotami DDywug.
Deaminacni Stépeni poskytlo dobrou shodu pro vzorky s DDywmrz = 20 %, naopak
enzymatické Stépeni poskytlo dobrou shodu pro vzorky s DDymr2 < 30 %. Experimentalni
distribuce aminoskupin ziskané obéma metodami byly porovnany s teoretickym modelem
nahodné distribuce. V obou pripadech vzorky vykazovaly nizsi blokovost distribuce, nez by
odpovidalo nahodné distribuci. Z toho bylo usouzeno, Ze byl-li dany GlcNAc deacetylovan,
k dalsi deacetylaci doslo spiSe ob jednu a vice disacharidovych jednotek nez v sousedni
disacharidové jednotce. Lze predpokladat, Ze pric¢inou tohoto vychyleni distribuce byly
inter- a intramolekuldrni interakce existujici béhem deacetylace, ovSem presné vysvétleni

by vyzadovalo znalost mechanismu deacetylace HA, ktery zatim ¢eka na prostudovani.
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6 DODATKY

Tab. D1 Porovnani teoretickych hodnot m/z iontd sudych oligosacharidi s aMan nebo
s GIcNAc na redukujicim konci s hodnotami zmétfenymi pomoci UHPLC-ESI-QqTOF-MS
v negativni médu ionizace. Prevzato z lit. (Sedlacek et al., 2019).t

. m/z
Zkratka i Vzorec Ion
Teor. Exp. A (ppm)
Or@)Or0
a2 1 C12H18011 [M-H]- 337,0771 337,0776  -1,5
a4 2 C26H39N 02 [M+H.0-H]- 734,2069 734,2009 8,2
a6 3 C40HgoN2033 [M+H0-2H]?- 556,1514 556,1533 -3,4
a8 4 Cs4Hg1N3044 [M+H0-2H]?- 745,7071 745,7097  -3,5
al0 5  CesH102N40ss [M+H0-2H]?- 935,2628 935,2655 -2,9
al2 6  CszHi123N5066 [M+H.0-2H]?-  1124,8186 1124,8192  -0,5
al4 7  CocH144N6O77 [M-2H]?- 1305,3690 1305,3672 1,4
alé 8  Ci10H165N70Ogs [M+H.0-2H]?-  1503,9300 1503,9357 -3,8
als 9  Ci24H186Ng00o9 [M-3H]3- 1122,6510 1122,6542  -2,9
a20 10  Ci38H207N9O110 [M-3H]3- 1249,0215 1249,0223 -0,6
a22 11 CiszH228N100121 [M-3H]3- 1375,3920 1375,3955  -2,5
(em‘:' 3429133‘:'
4 2 C28H44N2023 [M-H]- 775,2257 775,2260 -0,4
60 3 C42HesN3034 [M-2H]z- 576,6646 576,6647  -0,2
8o 4 Cs6Hg6N4O4s [M-2H]z- 766,2204 766,2201 0,4
100 5  C70H107Ns0s6 [M-2H]z- 955,7761 955,7748 1,4
12 6 Cg4H128N60¢7 [M-2H]? 1145,3318 1145,3328 -0,9
14, 7  CogH149N-0O7s [M-2H]z- 1334,8876 1334,8907 -2,3
160 8  C112H170NgOg9 [M-3H]3- 1015,9596 10159608 -1,2
18y 9 Ci26H191N9O100 [M-3H]3- 1142,3301 1142,3295 0,5
200 10 Ci40H212N100111 [M-3H]3- 1268,7006 1268,7010  -0,3

tSymbolické zndzornéni struktury oligosacharidi: S- GlcA, M = GleNAc, © = aMan.
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Tab. D2 Porovnani teoretickych hodnot m/z iontl GlcApme a lichych oligosacharidi
s GlcApwp na redukujicim konci s hodnotami zmérenymi pomoci UHPLC-ESI-QqTOF-MS
v negativni médu ionizace. Prevzato z lit. (Sedlacek et al., 2019).t

; m/z
Zkratka i Vzorec Ion
Teor. Exp. A (ppm)
(S vm) S0
GlcApmp 1 C26H28N40g [M-H]- 523,1829 523,1840 -2,1
3pmp 2 C40H49N5019 [M-H]- 902,2943 902,2952 -1,0
Spmp 3 Cs54H70N6030 [M-2H]z? 640,1990 640,1993 -0,5
7 pmp 4 CesHo1N7041 [M-2H]z- 829,7547 829,7560 -1,6
9pmp 5  Cg2H112N50s; [M-2H]z- 1019,3105 1019,3106 -0,1
11pmp 6 CoeH133N9Os3 [M-3H]3- 805,5748 805,5767 -2,4
13pmp 7 C110H154N10074 [M-3H]3- 931,9453 931,9468 -1,6
15pmp 8  Ci24H175N1108s [M-3H]3- 1058,3158 1058,3180 -2,1

tSymbolické znazornéni struktury oligosacharidi: S- GlcA, B = GIcNAc, S<ov = GlcApwp.
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Tab. D3 Plochy GlcApmp a lichych oligosacharida s GlcApmp na redukujicim konci nalezené ve
vzorcich daHA pomoci HPLC-UV po deaminacnim Stépeni.

Ai(10%a.u.)
GlcApmp 3pmp  5Semp  7pmp 9pmp  1lpvp 13pmvp 15emp 17pmp 19pmp 21pmp  23pmp
S1 0,127 0,138 0,133 0,147 0,129 0,149 0,105 0,092 0,103 0,070 0,064 0,027
S2 0,257 0,2925 0,255 0,292 0,241 0,261 0,194 0,157 0,164 0,105 0,077 0,022
S3 0,452 0,501 0,403 0,372 0,338 0,327 0,229 0,155 0,144 0,076 0,063 -
S4 1,064 1,044 0,898 0,706 0,550 0,472 0,329 0,236 0,196 0,131 0,118 0,031
S5 1,440 1,489 1,325 1,036 0,791 0,640 0,449 0,328 0,277 0,188 0,155 0,040
S6 2,592 2,364 1,828 1,295 0,879 0,641 0,391 0,243 0,188 0,100 - -
S7 2,705 2,438 1,806 1,105 0,631 0,410 0,202 0,104 0,084 - - -
S8 4,736 3,473 2,109 1,167 0,579 0,357 0,153 0,066 - - - -
S9 0,068 0,103 0,104 0,106 0,099 0,090 0,102 0,084 0,071 0,060 0,031 -
S10 0,148 0,219 0,226 0,220 0,195 0,170 0,175 0,149 0,128 0,101 0,061 -
S11 0,174 0,273 0,305 0,279 0,238 0,210 0,192 0,157 0,131 0,104 0,050 -
S12 0,376 0,595 0,597 0,517 0,435 0,364 0,327 0,252 0,225 0,151 0,078 -
S13 1,051 1,477 1,348 0,999 0,711 0,512 0,382 0,245 0,201 0,114 0,047 -
S14 1,740 2,012 1,535 0,997 0,615 0,402 0,262 0,143 0,100 0,042 0,020 -
S15 2,182 2,660 2,038 1,246 0,774 0,460 0,288 0,149 0,109 0,039 - -
S16 3911 3,454 2,110 1,053 0,524 0,267 0,127 0,053 0,032 - - -
S17 5277 4,706 2,378 0,841 0,337 0,117 0,031 - - - - -
S18 7,939 5,665 2,017 0,629 0,199 0,068 - - - - - -
S19 0,111 0,245 0,199 0,184 0,164 0,142 0,125 0,115 0,117 0,083 0,045 0,009
S20 0,247 0,522 0417 0,351 0,316 0,259 0,226 0,189 0,167 0,116 0,063 0,014
S13100mg 1,614 2,288 1,792 1,349 1,009 0,742 0,538 0,422 0,272 0,141 0,064 -
S13na2s04 0,563 0,903 0,755 0,657 0,556 0,455 0,377 0,341 0,260 0,167 0,083 -

Vzorek
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Tab. D4 Porovnani teoretickych hodnot m/zionti sudych 4,5-nenasycenych oligosacharidt
s hodnotami zméfenymi pomoci UHPLC-ESI-QqTOF-MS v pozitivnim mddu ionizace.t

Prevzato z lit. (Sedlacek et al.,, 2019).

m/z
Zkratka k Vzorec Ion
Teor. Exp. A (ppm)

Y/ PMP
e(ﬁ N[ e)(& PMP

A20pmp 0 C34H39N5012 [M+H]+ 710,2673 710,2676 -0,4

A4 pup 1 CacHsgNgO22  [M+2H]2* 524,1880 524,1902 -4,2

A8z pmp 3 C70HoeNg0O42  [M+2H]2* 861,2889  861,2892 -0,3
A [N ) JRGPMP
e(ﬁ E’B ekﬁ N<PMP

A2 pvp 0 C32H37N5011 [M+H]+ 668,2568  668,2585 -2,5

A4 pup 1 Cs44Hs56N6021  [M+2H]2+ 503,1828 503,1848 -4,0

tSymbolické znazornéni struktury oligosacharidi: = AGIcA, &= GlcA, N = GIcN, Rkewe = GlcNewmp,

PMP

pwe = GICNACpMmp.
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Tab. D5 Plochy sudych 4,5-nenasycenych oligosacharidi se dvéma jednotkami PMP na
redukujicim konci nalezené ve vzorcich daHA pomoci HPLC-UV po $tépeni enzymem SpHyl.

An (10%a.u.)
Vzorek

A20,pmp A21,pmp A41,pmp A43pmp A83,pMp
S1 14,283 0,437 0,218 0,028 -
S2 15,421 0,376 0,599 0,028 -
S3 9,318 0,335 0,387 0,030 -
S4 10,725 0,802 0,824 0,150 -
S5 9,519 0,996 0,450 0,201 0,048
S6 9,779 0,967 1,135 0,251 0,130
S7 7,296 0,258 1,660 0,068 0,110
S8 6,726 0,905 1,104 0,312 0,247
S9 17,173 0,097 0,736 - -
S10 12,221 0,558 0,226 0,038 -
S11 12,762 0,280 0,924 0,015 -
S12 10,267 0,853 0,467 0,106 -
S13 7,804 0,984 0,349 0,236 0,057
S14 8,456 1,107 0,817 0,415 0,137
S15 6,909 1,187 0,344 0,328 0,096
S16 5,109 1,146 0,290 0,432 0,183
S17 4,710 0,893 0,205 0,372 0,136
S18 2,828 0,819 0,086 0,374 0,110
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Tab. D6 Porovnani experimentalnich molarnich zlomkl oligosacharidii ziskanych
enzymatickym Stépenim (Exp) s teoretickymi zlomky odpovidajicimi ndhodné distribuci
aminoskupin bez predstépeni (Rnd_L=L0) a s predstépenim (Rnd_L=i) pro vzorky daHA
SDDnwr2z < 30 %. Pro zvySeni prehlednosti byl spodni index PMP ve zkratkach

oligosacharidli vynechan. Pievzato z lit. (Sedlacek et al., 2019).

S1 S2 S3
Xn (%)
Exp L=Lo L=3 Exp L=Lo L=3 Exp L=Lo L=3
A83 0,00 0,02 0,02 0,00 0,04 0,04 0,00 0,07 0,07
A4 0,22 0,39 0,39 0,23 0,61 0,59 0,40 0,87 0,82
A4 2,06 5,74 3,96 4,92 7,01 4,97 5,16 7,97 5,79
A2 4,00 0,24 1,91 3,09 0,47 2,37 4,47 0,94 2,89
A2o 93,72 93,61 93,71 91,76 91,87 92,02 89,98 90,13 90,42
S4 S5 S6
Xn (%)
Exp L=Lo L=3 Exp L=Lo L=3 Exp L=Lo L=3
A83 0,00 0,55 0,53 0,56 0,82 0,79 1,36 1,54 1,45
A4, 1,57 2,74 2,61 2,34 3,71 3,39 2,62 5,26 4,96
A4 8,63 13,94 9,01 5,23 14,98 9,88 11,86 17,22 10,64
A2 8,40 0,64 4,96 11,59 1,04 5,63 10,11 1,33 6,80
A2, 81,40 82,13 82,89 80,28 79,45 80,32 74,05 74,66 76,15
S9 S10 S11
Xn (%)
Exp L=Lo L=8 Exp L=Lo L=3 Exp L=Lo L=4
A83 0,00 0,02 0,02 0,00 0,06 0,06 0,00 0,12 0,12
A4 0,00 0,36 0,39 0,39 0,67 0,70 0,15 1,07 1,05
A4 5,54 5,54 4,98 2,34 7,84 5,10 8,83 9,33 6,98
A2 0,73 0,08 0,74 5,76 0,16 2,59 2,67 0,21 2,36
AZ20 93,73 94,01 93,87 91,50 91,27 91,55 88,35 89,27 89,50
S12 S13
Xn (%)
Exp L=Lo L=3 Exp L=Lo L=3
A83 0,00 0,43 0,41 0,79 1,08 1,11
A4 1,19 2,22 2,15 3,24 1,01 4,55
A4 5,26 13,04 8,28 4,79 10,75 10,60
A2 9,62 0,17 4,47 13,51 0,76 6,31
A20 8392 84,14 84,69 77,67 86,40 77,42
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Obr. D1 Porovnani experimentdlnich molarnich zlomkd oligosacharidi ziskanych
deamina¢nim Stépenim (Exp) s teoretickymi zlomky odpovidajicimi ndhodné distribuci
aminoskupin (Rnd_DD_Mw) pro vzorky daHA s DDnwr2 < 20 %. U kazdého vzorku je
uvedena vychozi molarni hmotnost HA, ¢inidlo, reaké¢ni teplota a vysledny DDywug 2. Pfevzato
z lit. (Sedlacek et al., 2019).
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Obr. D2 Porovnani experimentdlnich molarnich zlomka oligosacharidi ziskanych
enzymatickym Stépenim (Exp) s teoretickymi zlomky odpovidajicimi ndhodné distribuci
aminoskupin bez predstépeni (Rnd_L=L0) a s predstépenim (Rnd_L=i) pro vzorky daHA
s DDymr2 > 30 %. U kazdého vzorku je uvedena vychozi molarni hmotnost HA, cinidlo,

reakéni teplota a vysledny DDwnwmr2. Pro zvysSeni prehlednosti byl spodni index PMP ve
zkratkach oligosacharidii vynechan. Prevzato z lit. (Sedlacek et al.,, 2019).
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