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Hyaluronová kyselina (HA) je přirozeně se vyskytující a v ţivých organismech 

všudypřítomný nesulfonovaný glykosaminoglykan. Je to lineární polysacharid sloţený 

z opakujících se disacharidových jednotek tvořených kyselinou glukuronovou a N-

acetylglukosaminem. Struktura HA byla poprvé definována roku 1934 laboratoří Karla 

Meyerse pří výzkumu vnitřní tekutiny sklivce. Samotnou strukturu lineárního 

glykosaminoglykanu s charakteristicky se opakujícími disacharidovými jednotkami (viz níţe) 

popsali roku 1954 Weissman s Meyerem. 
1)

   

 

V ţivých organismech je HA přirozenou součástí extracelulární matrix, váţe na sebe 

velká mnoţství vody, vyplňuje prostor, je součástí pojivových, epiteliálních a nervových 

tkání. Ve velké míře se vyskytuje v očním sklivci, synoviální tekutině a kůţi. Na buněčné 

úrovni brání prostupu virů a bakterií přes pericelulární matrix k buňce, moduluje zánět, zháší 

volné kyslíkové radikály, ovlivňuje proliferaci a diferenciaci buněk, má významnou regulační 

a strukturální funkci při hojení ran, v synoviální tekutině díky svým viskoelastickým 

vlastnostem tlumí nárazy.  

 

Některé její vlastnosti byly vyuţívány medicínou jiţ v šedesátých letech minulého 

století při hojení popálenin a koţních vředů. Od této doby se spektrum indikací HA výrazně 

rozšířilo a zahrnuje: oční chirurgii – ochrana před poškozením oka během zákroku nebo 

náhrada sklivce, wound-healing – pro tzv. vlhké hojení ran, estetickou chirurgii – výplň 

vrásek, revmatologii – intraartikulární a periartikulární injekce, aj. 

 

Současný výzkum se zaměřuje především na schopnost HA ovlivňovat migraci a 

proliferaci buněk, receptory pro HA a jejich signální cesty a moţnosti jejich ovlivnění. 

Základní motivací tohoto výzkumu je vyuţití HA pro terapii nádorových onemocnění, kde by 

HA mohla slouţit jako nosič cytotoxického léčiva nebo ve formě fragmentů na jeho povrchu 

směrovat léčivo ke svému cíli. 

 

Cílem této práce bylo vytvoření reprodukovatelného postupu značení HA izotopem 

111
In a u takto vytvořené molekuly popsat biodistribuci po intravenózním podání a stanovit 

základní farmakokinetické parametry. Výsledky této práce mají přinést nové informace o 

biologickém chování HA a určit další moţné cesty v jejím výzkumu směřujícím 

k praktickému vyuţití. 
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2.1 Biodistribuce léčiv 

 

Studium biodistribuce, tedy schopnosti léčiv nebo látek se distribuovat v ţivém 

organismu do jednotlivých orgánů a tkání, je jedním ze základních předpokladů pro určení 

místa působení látek v organismu. Její studium vychází z předpokladu, ţe existuje vztah 

mezi farmakodynamickým působením léčiva a jeho koncentrací v místě, kterého je schopno 

dosáhnout, nebo ke kterému je transportováno
2)

. 

 

Místo účinku léčiva v organismu je tedy ve výsledku ovlivněno primárně místem jeho 

absorpce (přestup přes biologické membrány – typ membrány v místě podání), vlastnostmi 

léčiva (velikost molekuly, fyzikálně-chemické vlastnosti, lipo/hydrofilita, pH léčiva), 

faktory ovlivňujícími jeho transport krevním řečištěm (vazba na plazmatické bílkoviny) a 

vlastnostmi prostředí v místě jeho finálního vychytávání (prokrvení, permeabilita kapilár, 

přítomnost transportních mechanizmů aj.)
3)

. 

 

Celkový obraz o biodistribuci podaného léčiva můţeme získat buď přímo, měřením 

jeho koncentrací v orgánech a tkáních, pokud nám takové měření vlastnosti léčiva 

umoţňují, nebo nepřímo, měřením koncentrací látek nebo intenzity záření, které je se 

sledovanou látkou biologickým systémem neseno. Pro nepřímé sledování se pouţívají 

nejčastěji radioaktivní zářiče nebo látky vydávající fluorescenční záření. Tohoto postupu se 

vyuţívá zejména u látek, které jsou přirozenou součástí organismu, do kterého jsou 

aplikovány. V našem případě je tomu tak u HA. 
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2.2 Glykosaminoglykany 

 

HA patří mezi glykosaminoglykany (GAG). Jsou to v ţivých organismech přirozeně 

se vyskytující lineární heteropolysacharidy s typicky se opakujícími disacharidovými 

jednotkami. Jeden monosacharid je vţdy aminocukr D-glukosamin nebo D-galaktosamin a 

druhý je zbytek kyseliny D-glukuronové nebo iduronové. Obecně se rozdělují do čtyř 

skupin (1) hyaluronan, (2) chondroitin sulfát a dermatan sulfát, (3) keratan sulfát a (4) 

heparan sulfát a heparin. 
4)

  

 

Obrázek č.1: Strukturní vzorce glykosaminoglykanů 
5)

  

 

Dermatan sulfát: 

 

 

Chondroitin sulfát: 
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Heparin a heparan sulfát: 

 

 

Keratan sulfát: 

 

 

GAG jsou vysoce negativně nabité molekuly lišící se od sebe navzájem řadou 

vlastností: přítomným aminocukrem, uronovou kyselinou, vazbou těchto dvou sloţek, 

délkou řetězce, přítomností nebo nepřítomností sulfátu, vlastností osových proteinů, na které 

jsou vázány a konečně také zastoupením v jednotlivých tkáních a funkcí. Vazbou na osový 

protein vytvářejí GAG proteoglykany nebo téţ proteoglykany.  Jsou součástí celé řady tkání, 

kde plní důleţité fyziologické funkce jako komponenty extracelulární matrix nebo na 

buněčné úrovni jako intracelulární komponenty a vázané na povrch buněčných membrán. 

Regulují celou řadu procesů jako buněčná proliferace, diferenciace a buněčné interakce. 

Jsou syntetizovány v Golgiho aparátu pomocí vysoce specifických glykosid transferáz. 

Jejich degradace se potom odehrává v lysozomech, kde jsou štěpeny lysozomálními 

enzymy. 
6) 7)
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Obrázek č.2: Schéma glykoproteinu 
5)

 

 

 

2.2.1 Heparan sulfát 

 

Heparan sulfát a heparin jsou v současnosti nejprozkoumanějšími a v praxi 

nejvyuţívanějšími proteoglykany. Heparin má ze všech biologických molekul největší 

negativní náboj. Je produkován ţírnými buňkami a bazofily.  

 

Ačkoli je jeho praktické vyuţití v medicíně jako antikoagulans, jeho pravá 

funkce v organismu není zcela objasněna. Předpokládá se, ţe jeho původní funkce je 

obrana organismu před virulentními organismy a cizími látkami v místě poranění 

tkáně. Interaguje s molekulami buněčných membrán, jako jsou růstové faktory, virové 

proteiny, enzymy, adhezivní proteiny a integriny. Toto je podloţeno i faktem, ţe 

heparin/heparan sulfát můţe být nalezen i u bezobratlých se zcela jinou koagulační 

kaskádou. 
7) 8) 9)

 

 

2.2.2 Dermatan sulfát 

 

Dermatan sulfát označovaný téţ jako chondroitin sulfát B je hojně zastoupen 

v kůţi, cévách, srdečních chlopních, vazech, plicích a rohovce. Strukturou se velmi 

podobá jak chondroitin sulfátu tak heparan sulfátu. Jeho zvýšená přítomnost byla 
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doloţena u kardiovaskulárních onemocnění, tumorogenezi, infekcích, hojení ran. 

Společně s heparan sulfátem modifikují biologickou odpověď, regulují enzymovou 

aktivitu, slouţí jako signální molekuly nebo jako cílová struktura virů, bakterií a 

parazitů při invazi do organismu. 
10)

 

 

2.2.3 Chondroitin sulfát 

 

Chondroitin sulfát podobně jako heparin a heparan sulfát jiţ také našel svoje 

uplatnění v současné medicíně, i kdyţ v tomto případě zatím jen v podobě 

potravinových doplňků, které sniţují celkové mnoţství konzumovaných NSA při 

osteoartritidě. 
11)

 

 

Tělu vlastní chondroitin sulfát je součástí extracelulární matrix, kde vazbou na 

příslušné proteiny vytváří skupinu proteoglykanů tzv. lektikanů, zodpovědných za 

strukturální integritu tkání a správnou funkci kloubních chrupavek. 

 

Ačkoliv není chondroitin sulfát tak dobře prozkoumaný jako heparan sulfát, 

předpokládá se, ţe má také významné regulační schopnosti na buněčné úrovni. 
4)12)13)

  

Jako jeden z mála GAG můţe být absorbován po p.o. podání. 
14) 

 

2.2.4 Keratan sulfát 

 

Keratan sulfát je jediný z GAG, v jehoţ řetězci se nevyskytují zbytky kyseliny 

uronové. 
4)

 Stejně jako dermatan sulfát není dosud terapeuticky vyuţíván. Poprvé byl 

izolován z rohovky Meyerem, který zároveň klasifikoval jeho dvě formy KS I a KS 

II. Ty se liší svými vlastnostmi a tím i místem jejich přítomnosti. 

 

KS I je přítomen především v rohovce, kde společně s dermatan sulfátem, díky 

své schopnosti pojmout velké mnoţství vody, udrţuje průhlednost rohovky. 

 

KS II se dá označit jako „skeletální“ typ. Podle výskytu se dá ještě rozdělit na 

„kloubní“ KS-IIA a „mimo-kloubní“ KS-IIB. V kloubu je součástí proteoglykanu 

aggrecanu, který udrţuje schopnost chrupavky absorbovat náraz. Díky jeho 
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koncentraci v séru a v moči se dá poznat míra poškození chrupavky u onemocnění 

kloubů. 
7)

  

 

Biologické funkce keratan sulfátu spočívají především v hydrataci tkání a 

stejně jako u ostatních výše jmenovaných GAG se na buněčné úrovni i tento podílí 

na signálních procesech vedoucích k regulaci buněčné motility, adheze aj. 
15)

 

 

Tabulka č.1: Stručný přehled funkcí GAG 
7)

  

Glykosaminoglykan Biologická funkce Možné medicínské využití 

HA 

Součást ECM, sklivce a synoviální tekutiny Urychlení hojení ran 

  Léčba rakoviny a cévních chorob 

  Léčba artritidy 

CS 

Součást mnoha tkání, zejména chrupavky 
Inhibice angiogeneze při nádorovém 

bujení 

  Léčba osteoartritidy 

DS 

Součást mnoha tkání 
Inhibice angiogeneze při nádorovém 

bujení 

  Antikoagulans 

Heparin/HS 

Všudypřítomný na povrchu buněk a v ECM Inhibice růstu nádorů 

  Antikoagulans 

  Inhibice bakteriálních a virových infekcí 

 

2.3 Hyaluronová kyselina 

 

HA se od ostatních GAG liší především tím, ţe není sulfatována a neváţe se na 

specifické proteiny, tedy nevytváří proteoglykany. Je sloţena z jednotek disacharidů 

tvořených kys. glukuronovou a N-acetylglukosaminem. Ve volném prostoru vytváří 

sférickou konformaci, ve které zaujímá přibliţně 0,1% objemu a zbytek tvoří imobilizovaná 

voda. Její molekulová hmotnost se liší podle typu tkáně, ve které se nachází od desítek 

kilodaltonů aţ po několik megadaltonů. Zaujímá tedy velký prostorový objem a je schopna 

pojmout velké mnoţství vody. 
16)
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Obrázek č.3: Strukturní vzorec hyaluronové kyseliny 
5) 

 

 

 

2.3.1 Fyziologické funkce 

 

Tato látka je v ţivých organismech všudypřítomná. Je běţně syntetizována 

řadou buněk a je přirozenou součástí tělesných tekutin a tkáni. Syntéza HA probíhá 

za pomoci hyaluronan syntázy (HAS). HAS patří mezi „s membránou asociované“ 

glykosiltransferázy.
17)

 Syntéza samotné HA probíhá intracelulárně střídavým 

transferem uridin-difosfo-HA (UDP-HA) k substrátu uridin-difosfo-N-acetyl-

glukosamin (UDP-GlcNac) a uridin-difosfo-glukuronové kyselině (UDP-GlcA) při 

odštěpení UDP molekuly. Takto syntetizovaná HA zůstává přichycena na 

plazmatické membráně a uvolněna můţe být buď jako intaktní molekula nebo jako 

fragment po enzymatickém nebo radikálovém štěpení. 
18)19)

  

 

Plazmatické hladiny dosahují 300 ng/ml.
20)

 Celkové mnoţství v lidském 

organismu je odhadováno na 15g, 
21)

 s největšími depozity v synoviální tekutině, 

sklivci, kůţi a v místech její degradace - játrech a slinivce. 
22)23)24)

  

 

Za fyziologických podmínek tvoří vysoce hydratovaný obal kolem mnoha 

buněčných typů, 
22) 

vytváří odpor vodě, podílí se na udrţení osmotického tlaku a 

vytváří jakési molekulové síto pro propuštění molekul o různé molekulové 

hmotnosti. 
16) 

 

 

Reguluje funkce granulocytů, ovlivňuje oxydativní poškození tkání, je 

endogenním stimulátorem produkce řady cytokinů, reguluje rychlost produkce 
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endoteliálních buněk a fibroblastů. 
25)

 Indukuje angiogenezu v pokoţce 
26)

 a 

v neposlední řadě podporuje buněčnou proliferaci, migraci a tumorogenicitu. 
27)28)29)

   

  

Na orgánové úrovni zvlhčuje stratum corneum a udrţuje jeho flexibilitu. 
30)

 

Jako součást sklivce udrţuje nitrooční tlak a tvar oka. Je také významnou součástí 

synoviální tekutiny 
31)

 čímţ udrţuje správnou lubrikaci chrupavky a tím správnou 

funkci kloubu. 
23)

   

 

Fyziologické funkce HA na buněčné úrovni, jako ovlivnění buněčné adheze, 

proliferace, migrace a angiogeneze a formování extracelulární matrix, jsou závislé na 

vazbě na specifické receptory. Afinita HA k těmto receptorům roste s narůstající 

molekulovou hmotností. Vyšší molekulová hmotnost zvyšuje nabídku 

charakteristických sekvencí sacharidů, nutných k navázání HA a zároveň stéricky 

inhibuje moţnost vazby menších molekul. 
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2.3.2 Receptory  

 

Obecně nazýváme receptory pro HA HYABP (hyaluronan binding proteins). 

Hlavní z těchto receptorů jsou transmembránové proteiny CD44 a RHAMM. Jejich 

funkce je spojena s tyrosin kinázovou aktivitou jak je vidět na obrázcích č. 4 a 5. 

32)33)34)35)
  

 

 

Obrázek č.4: Model HA-dependentní, CD44 specifické signální cesty 

 

 

CD44-HA interakce podporují tyrosin-kinásovou aktivitu HER2 a nereceptorové kinásy Src. Src 

fosforyluje kortaktin, který jej přitahuje k buněčné membráně. CD44-HA interakce také aktivují RHOA 

a Rac1 a CD44 se váže k Tiam1 a Vav2. HA podporuje spojení CD44 s proteiny cytoskeletu jako 

ankyrin nebo ERM proteiny. Aktivace těchto cest společně vede k nádorovému chování jako migarce a 

invazivita. Interakce HA-CD44 vedou k řadě signálních cest a s receptorem spřaženým fosforylacím. To 

vše vede k nádorovému chování buněk jako migrace, proliferace, růst a invazivita. 
32)
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Obrázek č.5: Model HA-dependentní, RHAMM signální cesty. 

 

 

 

RHAMM je pohyblivý hyaladherin, který se objevuje na mnoha buněčných kompartmentech, a který 

může být i transportován do extracelulárního prostředí, kde se váže na povrch buňky. Povrchové 

interakce RHAMM-HA regulují přenos signálů přes Ras a Src. Dále RHAMM reguluje schopnost 

PDGF aktivovat Erk kinasu (klíčové pro buněčnou motilitu). Intracelulární RHAMM kóduje umístění 

některých kinás a rozpoznávacích míst. RHAMM je spojena též s cytoskeletem.
32)

  

 

Podle dalších poznatků interaguje HA-CD44 s Rac-1 dependentní 

proteinkinázou N-a jsou fyzicky spojeny in vivo. Rac1 aktivovaná PKN zvyšuje 

threoninovou fosforylaci fosofolipázy C. Ta štěpí fosfatidylinositol 4,5-bisfosfát na 

inositoltrifosfát (IP3) a diacylglycerol. Zvýšená koncentrace IP3 vede k uvolnění 

intracelulárního Ca
2+

. Diacylglycerol aktivuje proteinkinázu C. Dále HA-CD44 

aktivovaný Rac1-PKNfosforyluje cytoskeletární protein cortactin. Tento 

mechanismus vede ke zvýšení cell to cell adheze. (Obrázek č.6). 
36)
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Obrázek č.6: Interakce HA-CD44 s Rac-1 dependentní protein-kinázou N- 



 

2.3.3 Absorpce  

 

HA nese na kaţdém disacharidu jednu karboxylovou skupinu, která je při 

fyziologickém pH plně disociována. To z ní vytváří silně polární a hydrofilní látku, 

jejíţ pasivní přestup přes biologické bariéry by měl být téměř nemoţný. 
16)37)

  

 

V dosavadní literatuře nebyl zveřejněn ţádný důkaz pro specifický transportní 

mechanismus, který by umoţňoval jakýkoli aktivní druh transportu této molekuly 

přes biologické bariéry. I přesto se zdá, ţe HA je schopna přes tyto bariéry pronikat. 

V této kapitole jsou popsány výsledky absorpce z různých míst aplikace 

s pravděpodobnými mechanismy průniku HA přes biologické membrány. 

 

2.3.3.1 Topická aplikace 

 

Při topické aplikaci by měl být průnik HA přes silně lipofilní stratum corneum 

nemoţný. V hydratovaném stavu se však uvnitř molekuly HA tvoří několik 
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vodíkových můstků, které mohou stočit molekulu do stavu, ve kterém je exponováno 

8 -CH vazeb a ta se tak přiblíţí amfifilní povaze a je schopna proniknout i do 

hlubších vrstev pokoţky. 
38)

 
 

 

V samotné pokoţce je potom HA transportována extracelulárními prostorami 

zejména difůzí, zpoţděnou díky moţnému uvíznutí velkých molekul ve fibrózní 

tkáni, nebo naopak difuzí, která je facilitována redukcí velikosti molekuly. 
39) 

 

 

Další studie dokonce uvaţuje o absorpci pokoţkou zprostředkovanou aktivním 

transportem přes buňky. Studie uvaţuje, ţe tímto způsobem proniká HA přes 

pokoţku aţ do krevního oběhu, kde se objevuje asi po 30 minutách od aplikace. 
38)

 

Konkrétní mechanismy nebo transportní systémy, které by toto umoţňovaly, zde 

nejsou uvedeny a jde spíše o hypotetickou moţnost. 

 

2.3.3.2 Subkutánní aplikace 

 

Subkutánně podaná HA, značená 
125

I-TC, do zadní nohy králíka se nejprve 

koncentruje v pokoţce v místě vpichu. Menší koncentrace se objevují zejména 

v játrech a lymfatické uzlině na straně vpichu. Po 48h se poměr mění, koncentrace 

v pokoţce se sniţuje a koncentrace v játrech mírně stoupá. Po celou dobu je HA 

degradována na nízkomolekulární fragmenty. 
40) 

 

2.3.3.3 Intraperitoneální aplikace 

 

Intraperitoneální podání HA vede k jejímu rychlému vstřebání z dutiny břišní a 

po osmi hodinách od začátku experimentu se její hladiny v krvi zvyšují aţ na 

čtyřnásobek své původní hodnoty. 
41) 

 

2.3.3.4 Perorální podání 

 

Mechanismus absorpce HA po perorálním podání není dosud příliš znám. Jak 

jiţ bylo zmíněno, neexistuje v dostupné literatuře spolehlivý důkaz o absorpci HA ze 

střevního lumen. Dvě práce pouţívající značenou 
99m

Tc-HA na potkanech přesto 

popisují její absorpci ze střevního lumen, na základě aktivity měřené v krvi, svalech, 



 20 

slinných ţlázách, kostech, ramenních kloubech a páteři. 
42)43)

 Tyto práce připouští 

moţnost sledování pouhých frakcí 
99m

Tc-HA nebo volného 
99m

Tc. 

 

2.3.4 Distribuce 

 

Po intravenózním podání je distribuce HA výrazně ovlivněna její celkovou 

plazmatickou koncentrací a celkovým průtokem krve játry. Důsledkem toho je i 

ovlivnění dalších farmakokinetických parametrů jako clearance a plazmatický 

poločas. 
44)

  

 

Obecně jsou plazmatické koncentrace HA nízké a doposud nebyl objeven 

transportní protein pro HA. I.v. podaná HA má relativně krátký plazmatický poločas, 

od 2,5 - 9 min u člověka a králíka, aţ po 20 min u myši. 
45)46)47)

  

 

Nejvyšší koncentrace v krvi lze naměřit během první hodiny od podání. HA je 

poté z plazmy vychytávána do ostatních tkání prvky RES s částečnou redistribucí do 

lymfatického systému. 4h od podání je nejvyšší koncentrace v játrech, slezině, kostní 

dřeni a lymfatických uzlinách v periferních oblastech. V malých koncentracích můţe 

být exogenně podaná HA nalezena také v ledvinách, plicích, nadledvinách nebo 

kosterním svalstvu. 
40)41)42)43)45)48)

  

 

Rychlé vychytávání a redistribuce jsou odpovědné i za vysoký distribuční 

objem (viz 2.3.7). 
47)49)50)

   

 

2.3.5 Biotransformace 

 

Biotransformace HA probíhá různými způsoby a na různých místech. 

Nejčastějším místem biodegradace HA jsou jiţ zmiňovaná játra a to zejména při 

parenterálních způsobech podání. Topické podání naopak vykazuje degradaci jiţ 

v pokoţce. 
39)

 
  

 

HA je ze systému vychytávána především neparenchymatickou frakcí jaterních 

buněk, kde je degradována na nízkomolekulární produkty. 
51)

  

 



 21 

Vychytávání se děje pomocí receptorem zprostředkované endocytózy. O 

následném osudu komplexu HA-receptor po endocytóze existují čtyři hypotézy. 1) 

receptor se můţe recyklovat zpět na buněčnou membránu, zatímco ligand je 

degradován nitrobuněčně, 2) receptor i ligand mohou být oba recyklovány, 3) 

receptor i ligand mohou být oba degradovány a 4) receptor s ligandem mohou být 

transportovány přes polární buňku a nakonec uvolněny do extracelulárního prostoru. 

  

Díky experimentům s digitoninem, schopným permeovat do nitra buňky a 

uvolnit ze svých receptorů nitrobuněčnou HA a 
125

I  značenou HA, se potvrdilo, ţe 

HA je kumulována nitrobuněčně a po endocytóze je ze svého receptoru uvolněna. 

Následně je degradována a receptor je recyklován zpět na povrch buňky. O stejný 

mechanismus soutěţí také chondroitin a heparin. 
52)

  

 

Vychytávání a degradace HA je umoţněno schopností buněk vázat HA pomocí 

receptorů několika typů. 
53)

 Jsou to transmembránové receptory (CD44, RHAMM) a 

některé další (HABP, LYVE, LAIYLIN, ICAM, VCAM). 

 

Hlavním receptorem pro uptake HA je opět CD44. Exprese tohoto receptoru, a 

tím i zvýšený uptake HA z oběhu, můţe být regulována cytokiny jako je IL-1 
53)

  

 

Katabolismus HA zahrnuje degradaci polysacharidového řetězce na 

monomery, které jsou utilizovány jinými tkáněmi. 
20)

  

 

Katabolický proces začíná vazbou extracelulárních molekul k povrchu buňky 

kombinovaným způsobem a jejich následným rozkladem pomocí enzymů 

hyaluronidáz (viz. Obrázek č.7).  

 

V lidském organismu rozeznáváme tři typy těchto enzymů. Pro degradaci HA 

jsou nejdůleţitější Hyal 1 a Hyal 2. Hyal 2 štěpí velké makromolekuly na povrchu 

buňky na menší produkty o velikosti 20 kDa. Následně jsou tyto oligosacharidy 

transportovány do buňky v lysozomům podobných organelách, kde jsou dále štěpeny 

Hyal 1 na di- aţ tetrasacharidy. V posledním kroku jsou di- a tetrasacharidy 

přeměněny glykosidasou,glukuronidasou,N- acetylglukosaminidasou na 

monosacharidy. 
54)55)
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Obrázek č.7: Místo působení hyaluronidázy 
56) 

 

 

 

 

 

Degradace HA probíhá kromě jater také v epidermis a lymfatickém systému. 

 

V epidermis je obrat HA taktéţ rychlý. Keratinocity v monokultuře si 

ponechávají část HA jako součást buněčné vrstvy, část na povrchu plazmatické 

membrány a část v intracelulárním kompartmentu.
 57) 

 

Je pravděpodobné, ţe první zkracování řetězce HA se děje extracelulárně 

neenzymatickými postupy, jako je degradace kyslíkovými radikály anebo 

mechanickými silami. 
39)

  

 

V synoviální tekutině je obrat HA závislý na velikosti molekuly. Zatímco velké 

molekuly setrvávají v synoviální štěrbině, malé molekuly jsou odsouvány a 

degradovány. 
18)

  

 

V lymfatickém systému probíhá degradace řetězců HA v lymfatických 

uzlinách. Při tomto ději jsou rychleji štěpeny molekuly s vyšší molekulovou 

hmotností něţ ty s menší. 
58)
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Degradační produkty tvořené po úplné degradaci se při analýze chovají jako 

laktáty a acetáty. Můţeme tedy říci, ţe metabolismus HA je v souladu 

s metabolismem acetylových skupin přes acetyl-CoA.
46)51)

  

 

2.3.6 Eliminace 

 

Exkrece HA je převáţně extrarenální 
59)

 a je limitována molekulovou 

hmotností molekuly. [
3
H]HA nalezená v moči má molekulovou hmotnost kolem 

25000. Toto se zdá být horním limitem pro renální exkreci. Ta můţe být mimo 

limitující Mr ovlivněna také velkým hydrodynamickým objemem HA. 
46) 

 

2.3.7 Farmakokinetické parametry 

 

Farmakokinetické parametry HA jsou v současné době prostudovány jen 

omezeně. HA nenese na povrchu ţádné antigenní struktury a její slabá odolnost vůči 

fyzikálním vlivům (vysoké nebo nízké pH, vysoká teplota) klade značně náročné 

podmínky pro její sledování v organismu. 

  

Na základě informací z literatury se pro kinetiku HA jeví kompatibilní 

jednokompartmentový nelineární model Michaelise-Mentenové. 

Dvoukompartmentový model svou charakteristikou a vlastnostmi neodpovídá 

chování HA a je proto nekompatibilní.  

 

Při zkouškách na člověku byla vypočítána Km v hodnotách 340 +/- 130 g l
-1

 . 

Maximální rychlost reakce Vmax 267+/-81g min
-1

 a průměrný distribuční objem 

5,44+/-0,94l.  

 

Eliminace HA byla popsána jako reakce prvního řádu podle rovnice: 

 

v=k x n 

 

Kde v (g min
-1

) je rychlost eliminace a n je mnoţství látky (HA). Nebo 

vyjádřeno kinetikou Michaelis-Mentenové: 
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v=Vmax
 
/(1+Km/c) 

 

kde Vmax je maximální rychlost eliminace, Km je Michaelisova konstanta a c 

je koncentrace HA v séru. 
60)

  

 

Plazmatický poločas se u člověka pohybuje od 3,5 do 6,0 min. 
46)

  

 

2.3.8 Funkce HA při patologických dějích 

 

Mimo fyziologické funkce zmíněné v úvodu této kapitoly, je HA přítomna také 

řady patologických dějů, jejichţ průběh lze odhalit na základě změn její koncentrace 

v krvi, nebo na základě přítomnosti jejích fragmentů a degradačních produktů. 

 

Mezi tyto patologické děje patří především revmatoidní artritida, fibróza a jiná 

onemocnění jater a některé další zánětlivé procesy v lidském organismu. 

 

HA obsaţená v synoviální tekutině je schopna inhibovat migraci, chemotaxi, 

fagocytózu a adherenci leukocytů. Můţe také ovlivnit produkci řady mediátorů 

zánětlivých procesů obsaţených v synoviální tekutině. Stejně jako má součást HA, 

kys. D-glukuronová, schopnost působit jako scavenger. 

 

Strukturní změny HA, týkající se například délky jejího řetězce, mohou mít 

výrazný význam na funkce synoviální tekutiny, jako jsou absorpce nárazu, rozptýlení 

energie při traumatu a konzervace a lubrikace chrupavky. Při patologických stavech 

nastává změna ve sloţení a velikosti molekuly HA. 
61)

  

 

Při revmatoidní artritidě jsou v krvi pacienta nacházeny antigenní komplexy 

vznikající vazbou malých molekul HA na protilátky typu IgG. Tyto malé molekuly 

vznikají díky degradaci velkých molekul volnými radikály produkovanými 

neutrofilními granulocyty a monocyty, které revmatický kloub infiltrují. 

Vysokomolekulární HA nutná pro lubrikaci kloubní chrupavky je produkovaná jen 

zdravými buňkami, zatímco kloubní tkáň infiltrovaná monocyty a neutrofily  

produkuje pouze molekuly o malé molekulové hmotnosti. Degradace HA pak vede k 
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masivnímu uvolnění volných radikálů. Vychytávače radikálů (scavengery) chrání 

HA před degradací v synoviální tekutině a zlepšují tak stav revmatického kloubu. 
18)

 
 

 

HA je mimo osteoartritidy také markerem poškození jater (cirhóza, fibróza 

včetně dalších poškození způsobených virovým onemocněním nebo působením 

xenogenních látek) a biliární atrézie. Indikace je moţná díky tomu, ţe za normálních 

podmínek je 90% HA degradováno jaterními endoteliálními buňkami. Při jejich 

poškození se toto procento sniţuje a dojde ke zvýšení plazmatické koncentrace HA. 

Na základě statistik je potvrzeno, ţe plazmatické koncentrace HA korelují 

s plazmatickými koncentracemi bilirubinu. Plazmatická koncentrace HA v těchto 

případech vypovídá pouze o stavu jaterní fibrózy a nikoli o stavu jaterních funkcí. 
62)

 
 

 

Mimo svoji roli při patologii revmatodiní artritidy a poškození jater, má HA 

velký vliv také při kancerogenním procesu. Interakcí se specifickým CD44 

receptorem indukuje HA buněčnou motilitu, facilitovanou invazi rakovinných buněk 

a indukuje angiogenezu.
63)

  

 

2.3.9 Výzkum a využití 

 

I přes výše zmíněné vlastnosti a funkce je hyaluronová kyselina mnohdy 

povaţována pouze za molekulu extracelulární matrix. 

 

Znalosti získané minulým i současným výzkumem ukazují na přesný opak. Je 

to molekula velkého významu nutná pro správnou funkci lidského organismu.  

 

Zmíněná všudypřítomnost a účast na celé řadě biologických procesů jako jsou 

angiogeneze, migrace a proliferace různých buněčných typů, účast na zánětlivých 

procesech, procesech hojení ran, tumorogenezi a dalších, ukazuje na celou řadu 

moţností vyuţití této molekuly. 

 

Zároveň celá řada otázek nebyla doposud zodpovězena - mechanismu účinku 

na buněčné úrovni, přesné mechanismy a role HA při hojení ran a v neposlední řadě 

také její výrazný vliv na tumorogenezi a metastatickou aktivitu nádorových buněk. 
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Právě výzkumu vlivu HA na tumorogenezi a moţnostem jejího vyuţití při 

targetingu cytostatik je v posledních letech věnována největší pozornost. Poznatky 

výzkumu z této oblasti, společně s indikacemi, ve kterých se molekula HA jiţ 

uplatňuje - revmatologie, wound-healing, oftalmologie, diabetologie, farmaceutická 

technologie a další, jsou uvedeny níţe v této kapitole. 

 

2.3.9.1 Funkce při nádorovém bujení 

 

Bylo prokázáno, ţe řada nádorových buněk obsahuje a produkuje zvýšená 

mnoţství HA. Její účinek je při nádorovém bujení zprostředkováván přes 

charakteristické receptory, jejichţ koncentrace je v nádorových buňkách taktéţ 

zvýšena. 
64)

  

 

Na základě těchto poznatků je vyvíjena snaha o vytvoření vhodných konjugátů 

či preparátů, vyuţívající nejen přímo vlastností a funkcí HA při rakovinném procesu, 

ale také nepřímo jejího potenciálu celkově sniţovat neţádoucí účinky cytostatických 

léčiv, směrováním a specifickou vazbou na nádorové buňky. 

 

Zvýšená mnoţství HA při nádorových onemocněních jsou vysvětlována jednak 

zachováním schopnosti nádorových buněk, které ve svém původu byly výraznými 

producenty HA, syntetizovat HA, například buňky nádoru prsu, nádorové buňky 

synoviomu, chondrosarkomu, osteosarkomu aj., 
65)

 a dále signálním mechanismem – 

interakcemi nádorových buněk s okolními buňkami, zejména potom s buňkami 

stromatickými, jako jsou fibroblasty nebo buňkami hladkých svalů, které následně 

začnou produkovat zvýšená mnoţství HA. 
66)

  

 

Společným jmenovatelem obou je zvýšená exprese genu pro HAS u 

nádorových buněk přímo produkujících HA a aktivace HAS u buněk, které HA 

produkují na základě signálu. Syntéza HA a tím i HAS významně koreluje 

s buněčným cyklem s nejvyšší aktivitou v M-fázi. 
67)

  

 

Produkce HAS je pro buňku důleţitá, protoţe buňka s odstraněným genem pro 

HAS není schopna přeţít. 
68)
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Konečným důsledkem, ke kterému vysoké hladiny HA/HAS vedou je zvýšená 

neovaskularizace nádoru a vyšší metastatická aktivita. 
69)70)71)

 

 

Metastatická aktivita je na HA závislá především ve smyslu, čím více HA tím 

snáze buňka migruje. Tedy buňky produkující nadměrná mnoţství HA se snáze 

odpoutávají od primárního nádoru a vytváří vzdálené emboly, následně vedoucí 

k formování metastáz. 
72)73)

 Ačkoli je migrace buněk závislá spíše na koncentraci HA 

neţ na počtu exprimovaných receptorů, je taktéţ závislá na vazbě HA na receptor 

RHAMM a její adheze v místě tvorby metastázy je zprostředkována receptorem 

CD44. 
74)75)

  

 

Právě zvýšené hladiny HA vedou k úvahám o moţném diagnostickém vyuţití 

této znalosti, například biochemickým měřením látek rozpuštěných v moči namísto 

standardně prováděných invazivních metod. 

 

Metoda pro stanovení HA v moči se dá prokazatelně pouţít například u 

rakoviny močového měchýře, kde je její koncentrace 4-9x vyšší. 
76)77) 

 

 

Kombinace výskytu HA v přítomnosti nádorů a její povaha co by fyziologicky 

produkované látky (není antigenní), dělá z HA vhodného kandidáta pro nosič 

cytotoxické látky. 
78)

  

 

Především jde o její vlastnost specificky se vázat a být vychytávána receptory 

CD44 hojně se vyskytujícími právě na povrchu nádorových buněk. 
79)

  

 

Hlavní dva směry vyuţívající této vlastnosti je tvorba konjugátů s kyselinou 

butyrovou, paclitaxelem, doxorubicinem, taxolem, mitomycinem C, fluoruracilem 

nebo lipozomů inkorporující tyto látky. 
80-87)

  

 

Tyto nové konjugáty se zdají být dobrou, i kdyţ moţná díky své dosud 

neznámé toxicitě a tudíţ i nutným toxikologickým zkouškám, ne příliš lukrativní 

formou pro transport cytostatické látky. Naproti tomu lipozomy, nesoucí na svém 

povrchu fragmenty nebo celé molekuly HA, plněné cytostatickými léčivy jsou 

z pohledu toxicity lepší volbou. Nejen díky tomu, ţe lipozomy bez HA jsou jiţ běţně 
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v terapii pouţívanou lékovou formou, ale hlavně díky tomu, ţe by umoţnily 

internalizaci většího počtu různých cytostatik. 

 

Obě tyto formy, ať uţ se jedná o konjugáty nebo lipozomy, umoţní díky svému 

„cílenému“ účinku podání vyšších dávek cytostatika bez ohroţení pacienta. Cílená 

distribuce by také do veliké míry sníţila četnost a intenzitu neţádoucích účinků, 

které jsou v současné době limitujícím faktorem v terapii rakoviny. 

 

2.3.9.2 Využití v technologii léčiv 

 

Jednou z nejvýznamnějších snah o vyuţití HA je vytvoření derivátu pro tvorbu 

mikrokapslí ke zvýšení biologické dostupnosti některých léčiv. Vlastnosti těchto 

derivátů HA vylepšují její biokompatibilitu. Lipofilní vlastnosti usnadňují průnik 

biologickými membránami a zvyšují schopnost její biodegradace. 
88)

  

 

2.3.9.3 Využití v kosmetice a estetické chirurgii 

 

Výhodné je pouţití HA v kosmetice a estetické chirurgii. Jako fyziologická 

komponenta tkání nemá velké neţádoucí účinky a shoda v chemickém sloţení HA 

produkované streptokoky s lidskou umoţňuje její aplikaci bez předchozího testování 

bezpečnosti na zvířatech. HA je v této oblasti vyuţívaná zejména pro vyhlazování 

vrásek a zvětšování rtů. Předností je téměř 100% eliminace moţnosti udělat 

viditelnou chybu. Chybné vytvarování díky HA se dá velmi snadno vyřešit aplikací 

Hyal do stejného místa. 
89)

 Má také své výhody pro pacienty odmítající chirurgický 

zákrok. HA se aplikuje jako dermální injekce jen s pouţitím anestetického gelu 

aplikovaného před zákrokem. 
90)

 
 

 

2.3.9.4 Využití v terapii osteoartritidy 

 

Důleţitou indikací pro pouţití HA je osteoartritida. Při osteoartritidě dochází 

ke sniţování molekulové hmotnosti řetězců HA v synoviální tekutině, spojené s jejím 

ředěním pronikající plazmou a sniţováním reologických vlastností přítomnými 

proteiny. Tato teorie vedla k viskosuplementaci HA přímo v kloubu, kdy je 
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„nefunkční“ synoviální tekutina nahrazena vysoce čištěnou HA o vysoké molekulové 

hmotnosti. 
91)

  

 

V této indikaci se pouţívají především intraartikulární injekce. Vzhledem 

k tomu, ţe distribuce HA do kloubu po intravenózním nebo perorálním podání není 

dostatečně potvrzena, má intraartikulární aplikace své opodstatnění. V současnosti je 

porovnáván přínos léčby intraartikulární injekcí HA s léčbou kortikosteroidy nebo 

NSA. 
92) 

Intraartikulárně podávané injekce HA pouţívané při klinickém výzkumu 

terapie osteoartritidy se často liší v molekulové hmotnosti. Rozdíl v účinku HA o 

nízké a vysoké molekulové hmotnosti je zřejmý. Zdá se, ţe druhá jmenovaná HA je 

efektivnější při redukování projevů zánětu kloubu a při obnově viskozity synoviální 

tekutiny. Ne všechny studie však naznačují totéţ a je těţké mezi nimi porovnávat. 

Mnoho lékařů hodnotí lépe HA o vysoké Mr, jako lépe sniţující bolestivost 

osteoartritického kloubu. Přesný mechanismus účinku HA obou Mr v kloubní 

štěrbině není bohuţel dosud objasněn. Je však známo, ţe zde sniţuje celkovou 

produkci NO a PGE2. Proto je HA vyuţitelná nejen jako viskoelastický činitel, ale 

také jako biologicky aktivní látka pro terapii osteoartritidy.
93)

  

 

Odpověď postiţeného kloubu na terapii HA je přitom obdobný jako odpověď 

na terapii kortikosteroidy. Nevýhodou HA stále zůstává způsob aplikace pro účinnou 

léčbu. Intraartikulární injekce je velice bolestivá a není přijatelným řešením pro 

všechny pacienty. 
92)

  

 

Nyní je pro americký trh schváleno pět přípravků s HA, které jsou doporučeny 

k léčbě osteoartritidy ve chvíli, kdy pacient dostatečně neodpovídá na léčbu NSA. 

Přitom látky obsahující HA jsou bezpečnější a zároveň efektivní volbou pro úlevu 

bolesti oproti NSA i steroidům.  

 

Vhodnost pouţití HA pro terapii osteoartritidy, prokazuje celá řada klinických 

hodnocení, zabývajících se bezpečností, účinností a porovnávající účinnost terapie 

HA s účinností terapie NSA nebo kortikosteroidů. Výsledkem těchto klinických 

hodnocení je zjištění, ţe HA nejen ţe je stejně účinná v terapii jako NSA, ale ţe 

můţe být i účinnější. Zejména dobrých výsledků bylo dosaţeno při kombinaci obou 
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metod léčby. Některé studie dokonce ukazují, ţe včasné zahájení léčby HA můţe 

výrazně oddálit totální kloubní náhradu. 
94)

  

 

2.3.9.5 Využití ve wound-healingu 

 

Role HA v hojení ran je v současné době jiţ dobře známa a byla prokázána 

klinickou studií provedenou v České republice prof. Sobotkou s přípravkem 

Hyiodine.
95)

  

 

HA má při hojení ran různého původu řadu účinků a to při všech fázích hojení 

rány. Zánětu, formaci granulační tkáně a  reepitelizaci.  

 

Při zánětlivé fázi je produkce HA obyčejně zvýšena a bylo prokázáno, ţe 

exogenně podaná HA zvyšuje produkci některých cytokinů podporujících migraci 

prozánětlivě působících buněk do místa zánětu.  

 

Při tvorbě granulační tkáně HA uplatňuje svoji schopnost vytvářet matrix 

nutnou pro migraci a zachytávání buněk v místě defektu. Mimo vliv na migraci při 

tvorbě granulační tkáně, podporuje její tvorbu také zvýšenou angiogenezou. 

Reepitelizace probíhá taktéţ za přítomnosti HA a je podporována její schopností 

tvorby nutného extracelulárního matrix. K celkovému zacelení defektu také přispívají 

schopnosti HA jako vychytávače volných radikálů. 
96)

  

 

 

2.4 Metodické přístupy pro studium biodistribuce a farmakokinetiky HA 

 

Práce provedená na oddělení radiofarmak měla za cíl stanovit základní 

farmakokinetiku hyaluronové kyseliny a získání výsledků biodistribuce po i.v. podání pro 

porovnání v dalším výzkumu této molekuly, jehoţ základní motivací je moţnost 

terapeutického vyuţití HA.   

 

Vzhledem k povaze molekuly a moţnostem jejího sledování v organismu, známých 

z dostupné literatury, byl pro tuto práci zvolen postup radioaktivního značení. Tento postup 

umoţňuje velmi citlivé a přesné určení mnoţství radioaktivity v jednotlivých tkáních, 
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orgánech a určení distribučních cest látky v organismu. Zároveň je však nutné při 

interpretaci výsledků zohlednit fakt, ţe nikdy nesledujeme látku jako takovou, ale pouze její 

radioaktivní „stopu“. 

 

Při experimentu tohoto typu a tedy i pro dosaţení výše zmíněných výsledků, při 

pouţití radioaktivně značené molekuly, je bezpodmínečně nutné vytvoření 

reprodukovatelného postupu pro tvorbu stabilního komplexu sledované molekuly, v našem 

případě HA, s radioligandem. 

 

Možnosti značení HA  

 

Vhodný radioligand pro sledování farmakokinetických parametrů HA byl vybrán na 

základě studia postupů značení této molekuly popsaných a známých z literatury pro izotopy 

14
C, 

3
H , 

125
I a 

111
In. 

 

Obecně lze říci, ţe popsané postupy vyuţívají běţné způsoby přípravy radioaktivně 

značených organických sloučenin, jak pro biodistribuční studie tak klinické aplikace aj. 

Konkrétně klasickou chemickou syntézu, výměnnou reakci a biochemickou syntézu. 

Všechny uvedené metody byly zváţeny pro své výhody i nevýhody a dostupnost jejich 

vyuţití při našem experimentu. 
97)98)99)

 

 

Při značení HA izotopy 
14

C a 
3
H (v obou případech se jedná o beta zářiče, 

s poločasem rozpadu pro uhlík 5715 let a pro vodík 12,4 roku) se vyuţívá biochemické 

syntézy, tedy postupu, při kterém je radionuklid obsaţen v kultivačním médiu a ţivým 

mikroorganismem je zabudován do produkovaných metabolitů. Poţadovaný metabolit je 

poté chemicky separován. V tomto případě je radioaktivní molekula glukózy 

metabolizována na HA. 

 

V případě izotopu 
3
H se jedná o přidání glukózy s 

3
H N - acetylovými skupinami ke 

kultuře hovězích nebo lidských synoviocytů, které následně při svém růstu produkují 

značenou HA. Pro zvýšení produkce se v některých případech přidává ke kultuře také 

cholerový enterotoxin. Izotop v takto značené HA je potom součástí karboxylových skupin 

molekuly. 
34)49)51)99)
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14
C značená HA se získává obdobným způsobem. Zdrojem 

14
C je D-[14C (U)] 

glukóza přidávaná jako zdroj uhlíku ke kulturám synoviocytů, laktobacilů nebo streptokoků 

produkujících HA. Takto vytvořená HA obsahuje izotop přímo v řetězci. 
20)31)48)

 

 

 Tyto molekuly jsou totoţné s fyziologickou HA a nenesou ţádné další struktury na 

svém povrchu. 

 

Nevýhodou tohoto postupu je poměrně velká náročnost přípravy radioaktivní HA a 

relativně nevýhodný poměr mezi náklady a výtěţkem reakce oproti postupům vyuţívajícím 

izotopy jako jsou 
125

I a 
111

In. Další nevýhodou je dlouhý poločas rozpadu těchto izotopů a 

tím pádem i sloţitější dekontaminace metabolitů a případného odpadu. 

 

U izotopů 
125

I a 
111

In se jedná o chemickou syntézu, izotop je do cílové molekuly 

vázán pomocí chelátu nebo ligandu vázaného na cílové molekule. 
125

I se váţe přes tyramin, 

u 
111

In je to molekula DTPA (diethylentriaminopentaoctová kyselina). 
60)101)102)103)

 Příprava 

takto značené HA je výrazně jednodušší oproti izotopům 
12

C a 
3
H. Má výrazně niţší 

produkci radioaktivního odpadu, který má zároveň kratší poločas rozpadu. 

 

Nevýhodou pouţití chemické syntézy pro sledování biologicky aktivních látek je 

změna struktury a tedy i moţnost ovlivnění vazby na cílové receptory, transportní 

mechanismy a přestup přes biologické membrány. 

 

Z tohoto důvodu je nutné před přistoupením k samotným experimentům porovnat 

podobnost takto značených molekul s molekulami původními in vitro.  

 

Na základě výše zmíněných informací a znalostí získaných z literatury byl pro 

značení HA v našich podmínkách vyuţit izotop 
111

In (jedná se o typ zářiče gama, 

s poločasem rozpadu 2,8 dne) jehoţ reakce s HA je jednoduchá a snadno proveditelná. 

Konkrétně se jedná o vytvoření stabilního komplexu 
111

In – DTPA, který je vázán na 

povrchu molekuly. Poločas rozpadu izotopu, asi 2,8 dne, umoţňuje jak sledování krátkých, 

tak dlouhých intervalů, stejně jako snadné odmoření odpadu. 
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Při této variantě je nutné porovnávání DTPA-HA s fyziologickou HA. Bereme zde v 

úvahu zejména zvýšení negativního náboje molekuly díky COO- skupinám chelátu a moţné 

ovlivnění štěpitelnosti molekuly přirozenými enzymy. 

 

DTPA (diethylentriaminopentaoctová kyselina) je chelatační látka vytvářející silné 

kovalentní vazby s trojmocnými kovy jako je Indium. Komplex DTPA-HA byl připraven 

Ing. Petrou Mlčochovou ve společnosti CPN spol. s r.o., Dolní Dobrouč na základě dříve 

popsané metody Thierryho a Winnika 
101)

. DTPA bylo podle literatury vázáno amidickou 

vazbou na karboxylový zbytek glukuronové kyseliny. 

 

Obrázek č.8: Strukturní vzorec DTPA-HA 
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Tímto způsobem bylo připraveno 16 derivátů o různých molekulových 

hmotnostech.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 34 

 

 

 

 

 

 

 

3. PŘÍSTROJOVÉ VYBAVENÍ 
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Přístrojové vybavení: 

 

HPLC Schimadzu – LC 10AD izokratická pumpa s termostatem kolon CTO-10A 

(Schimadzu corporation) 

 Radiometrický detektor Raytest Gabi Star (Straubenrhardt) 

 Magnetická míchačka (Laboratorní přístroje Praha, Česká republika) 

 Analytické váhy (Boeco, Německo) 

 Automatic gammacounter 1480 Wizard
™

 3" (Wallac, Finsko) 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
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4.1 Chemikálie a materiál 

 

 Sephadex G50 Medium (Sigma-Aldrich) 

111
In-InCl3 (Amersham Health Pty Ltd) 

Tween 20 (Biesterfeld Silicom, s.r.o. Praha) 

Azid sodný (Sigma-Aldrich) 

Dextran Blue (Sigma-Aldrich) 

Hyaluronidase, Type I-S: from Bovine Testes, 608units/mg solid (Sigma-Aldrich) 

Fosfátový pufr pH 7,5 - dihydrogenfosforečnan sodný (Sigma-Aldrich) 

Fyzilogický roztok 0,9% NaCl - chlorid sodný (Lachema) 

Acetátový pufr pH 5,5 - octan sodný (Merck) 

HA-DTPA (CPN spol. s r. o.) 

Kolona PL aquagel-OH 60 (Agilent technologies) 

Kolona HEMA-BIO 1000 (Tessek) 
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4.2 Metody 

 

4.2.1 Biodistribuční studie 

Biodistribuční a eliminační studie byly prováděny pracovníky oddělení 

radiofarmak na potkaních samcích kmene Wistar, jejichţ hmotnost se pohybovala v 

rozmezí 190 - 240g.  

 

Pro studium biodistribuce bylo pouţito celkem 16 potkanů pro kaţdou látku. Ti 

byli před aplikací drţeni bez přístupu k potravě. V kaţdém časovém intervalu pro 

odběr orgánů a tkání byl pouţit soubor čtyř zvířat. V čase T = 0 byl zvířatům za 

etherové anestézie aplikován do véna saféna vzorek 
111

In-DTPA-HA o celkovém 

objemu 0,2ml. Ve stanovených intervalech 5 min, 1 h, 24 h, 72 h, byla zvířata 

usmrcena desanquinací a následnou dekapitací. Určené orgány a tkáně byly zváţeny a 

podrobeny analýze pro zhodnocení celkového obsahu radioaktivity. Ze získaných 

hodnot bylo vypočítáno procento radioaktivity z podané dávky v jednotlivých 

orgánech a tkaních (%D), a také procento radioaktivity z podané dávky vztaţené na 

hmotnost orgánu (%D/g). 

 

4.2.2 Eliminační studie 

Pro účely eliminačních studií byli potkani po aplikaci radioaktivně značené 

látky umístěni do metabolických klecí s neomezeným přístupem k potravě a ve 

vybraných časových intervalech 24h, 48h a 72h byly sbírány vzorky moči a stolice. Ze 

získaných hodnot radioaktivity bylo pro kaţdý časový interval vypočítáno procento 

vyloučené radioaktivity z podané dávky oběma exkrečními cestami. V moči bylo 

HPLC analýzou určeno zastoupení HMw a LMw sloţky radioaktivity. 

 

4.2.3 Farmakokinetické studie 

Ve farmakokinetické studii byly vzorky 
111

In-DTPA-HA aplikovány podle 

postupu biodistribučních studií. Následně po uspání pentobarbitalovou anestézií byly 

odebírány vzorky krve o objemu 0,2ml z karotidy do „heparinizovaných“ zkumavek v 

časových intervalech 1, 2, 5,15, 30, 60, 90, 120 min a podrobeny měření na obsah 

radioaktivity. 
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Hodnoty radioaktivity v odebraných vzorcích byly hodnoceny nelineární 

regresivní analýzou, Gauss-Newtonovou metodou. Plazmatické koncentrace byly 

vyjádřeny biexponenciální rovnicí: 

tt eCeCC    21  

kde C je plazmatická koncentrace radioaktivity, t je čas, jsou parametry 

charakterizující distribuční a eliminační fázi. 

Výpočet farmakokinetických parametrů a křivek byl proveden programem 

SAAM II. 

 

4.2.4 Perfuze jater 

Pro perfuzi jater byla pouţita perfuze in situ. Po pentobarbitalové anestézii (45 

mg/kg i.p.) byl potkan fixován na temperovanou podloţku, následně byl kanylován 

ţlučovod a portální ţíla. Jako perfuzní tekutina byl pouţit Krebs-Hanseleitův roztok 

s glukózou, pH 7,4. Po kanylaci byl průtok perfusátu vyrovnán na 25ml/min a vzorek 

111
In-DTPA-HA byl přidán do rezervoáru s perfuzní tekutinou. Vzorky perfusátu na 

vstupu a výstupu z jater byly odebírány v 10min intervalech uprostřed 10min intervalů 

odběru ţluči. Experiment trval 90min. 

 

4.2.5 HPLC analýza 

HPLC analýza vzorků byla provedena za pouţití HPLC Schimadzu – LC 

10AD izokratické pumpy s termostatem kolon CTO-10A, na kolonách: PL aquagel 

OH60 kombinovaná s Hema-bio 100, Mobilní fáze: 0,1M fosfátový pufr pH 7,5, 

0,05% NaN3, detekce: radiometr Raytest Gabi Star. 

 

4.3 Značení DTPA-HA izotopem 
111

In 

 

Pro značení DTPA-HA byly pouţity deriváty připravené pracovníky společnosti CPN 

spol. s r.o. Dolní Dobrouč. Byly připraveny úpravou metody publikované Thierrym a 

Winnikem 
101)

. Na rozdíl od literatury byl v případě těchto derivátu pouţit coby aktivátor 

EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid) pro vazbu ADH (dihydrazid kyseliny 

adipové) k molekule DTPA a po aktivaci HA CNBr, bylo k takto aktivované molekule HA 

přidáno ADH-DTPA a byl vytvořen komplex DTPA-HA.  
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Celkově bylo tímto způsobem připraveno 16 derivátů DTPA-HA o různé molekulové 

hmotnosti.  

 

 Tabulka č.2: Molekulové hmotnosti jednotlivých derivátu DTPA-HA   

 

Vzorek Mr 

DTPA-HA 20015 

DTPA-HA 2 356100 

DTPA-HA 3 111500 

DTPA-HA 4 823250 

DTPA-HA 5 340250 

DTPA-HA 6 343700 

DTPA-HA 7 242400 

DTPA-HA 8 227500 

DTPA-HA 9 403700 

DTPA-HA 10 409000 

DTPA-HA 11 253350 

DTPA-HA 12 99995 

DTPA-HA 13 192650 

DTPA-HA 14 564450 

DTPA-HA 15 1193000 

DTPA-HA 16 10610 

 

 

 

 

12 derivátů bylo značeno izotopem 
111

In podle následující metody: 

 

0,4% roztok DTPA-HA byl připraven rozpuštěním 0,024g substance DTPA-HA ve 

4ml vody nebo 0,05% roztoku azidu sodného. 0,5ml tohoto roztoku bylo naneseno na předem 

připravenou kolónu -30 x 1cm, pevná fáze: Sephadex G50 medium, mobilní fáze: voda. 

 

Byl určen volný objem kolóny nanesením 0,5ml Dextranu blue na kolónu a jímané 

frakce byly měřeny spektrofotometricky pro určení absorbance v jednotlivých frakcích. A 

dále ověřen nanesením 0,5ml roztoku DTPA-HA na kolónu. Jednotlivé frakce byly 

analyzovány na HPLC s výstupem na refraktometr pro určení nejvyšší koncentrace DTPA-

HA v jednotlivých frakcích.  
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Na základě určení volného objemu kolóny byly po odkapání 9ml mobilní fáze od 

nanesení vzorku, najímány do čisté nádobky 2ml frakce přečištěné DTPA-HA. 

 

V čisté nádobce bylo smícháno 0,25ml 0,4M acetátového pufru pH 5,5, připraveného 

rozpuštěním 1,64g CH3COONa v 50ml vody a dotitrováním 0,4M CH3COOH na pH 5,5, 

s 0,25ml roztoku přečištěné DTPA-HA. K takto připravené směsi bylo přidáno poţadované 

mnoţství izotopu 
111

In (
111

InCl3 15-l pro biologické pokusy) a směs míchána na 

magnetické míchačce 0,5h při pokojové teplotě. 
104)

   

 

0,5ml této směsi bylo naneseno na předem připravenou kolónu -30 x 1cm, pevná fáze: 

Sephadex G50 medium, mobilní fáze: voda. 

 

Po odkapání 4,6ml mobilní fáze od nanesení vzorku, byly jímány do čistých nádobek 

frakce á 0,92 ml aţ do frakce č.25. Frakce byly podrobeny analýze na gamma automatu 1480 

Wizard 3“ (Wallac) nebo bylo 100l roztoku 
111

In-DTPA-HA podrobeno analýze na HPLC 

LKB-HPLC Pump 2248 (Pharmacia), později také na HPLC Schimadzu – LC 10AD 

izokratické pumpě s termostatem kolon CTO-10A a radiometrickým detektorem Raytest Gabi 

Star. 

 

Mobilní fáze 0,1M NaH2PO4 + 0,05% NaN3, pH 7,5. Kolóny: PL aquagel – OH 60 

8m; HEMA – BIO 1000 10m. Detektory: refraktometr RID – 10A (Schimadzu); Radiometr 

(Raytest Gabi Star) 

 

Z výše uvedených molekul byly nejprve značeny DTPA-HA 2, 3, 4. I přesto, ţe tyto 

molekuly vykazovaly po značení izotopem 
111

In 82 - 97% aktivity ve vysokomolekulární 

frakci v porovnání s frakcí nízkomolekulární, celkové mnoţství aktivity vázané v molekule 

bylo jen 5% proti aktivitě dodané do reakce. Orientační pokusy na zvířatech navíc ukázaly, ţe 

vazba nebyla dostatečná a izotop 
111

In byl vázán ve vysokomolekulární sloţce je slabými 

vazbami. Dále byly značeny molekuly DTPA-HA 6, 7, 8, které vykazovaly po značení 

izotopem 
111

In 27 - 50% aktivity ve vysokomolekulární frakci.  Z nich byla 
111

In-DTPA-HA 6 

podrobena biologickým pokusům. Výsledky sice prokázaly vazbu 
111

In ve vysokomolekulární 

frakci, ale tyto výsledky se nepodařilo zopakovat. 
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Reprodukovatelných výsledků značení bylo dosaţeno aţ s molekulami DTPA-HA 9, 

10, 11, 12, 13. Pro vzájemný poměr izotopu vázaného/volného byl nejvýhodnějším z těchto 

molekul pro další pokusy DTPA-HA 9, DTPA-HA 12 a byla připravena i nízkomolekulární 

DTPA-HA 16.  Dále v textu jsou pouţité značené molekuly pro vyšší přehlednost označovány 

molekulovou hmotností 
111

In-DTPA –HA 9 jako HA400, 
111

In-DTPA-HA 12 jako HA 100 a 

111
In-DTPA-HA 16 jako HA 10 (viz. tabulka č.2) 

 

Grafy č.1-3: HPLC analýza molekul DTPA-HA 400, 100, 10 značených 
111

InCL3: 
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 Z HPLC analýzy vybraných molekul (Graf č.1-3) je zřetelný peak pro 

vysokomolekulární frakci z čehoţ vyplývá dostatečná vazba radioligandu na molekulu HA. 

Stabilita takto získaných molekul a procentuální poměr zastoupení vysokomolekulární a 

nízkomolekulární frakce po 24h je uveden v tabulce stabilit níţe. 
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Určení stupně substituce bylo opět provedeno popsanou metodou. 
101)

 Stupeň 

substituce (DS) byl stanoven pro DTPA-HA 10kDa na 5,5%, DTPA-HA 100kDa 4,5% a 

DTPA-HA 400kDa 7,6%.  

 

Po vytvoření molekuly 111In-DTPA-HA byla určena její stabilita v pufru, plazmě a 

štěpitelnost hyaluronidázami. 

 

4.4 Stabilita komplexu 
111

In-DTPA-HA 

 

Pro ověření vazby 
111

In na DTPA-HA a štěpitelnosti glykosidických vazeb v 
111

In-

DTPA-HA tedy určení podobnosti chování molekuly v organismu s chováním nativní 

molekuly, byl proveden pokus se štěpením bovinní testikulární hyaluronidázou na molekule 

400kDa. l reakčního roztoku 
111

In-DTPA-HA bylo nastříknuto na HPLC 

s radiometrickou detekcí elučního času – Graf č.4. Ke zbylé části reakčního roztoku byla 

přidána bovinní testikulární hyaluronidáza a celá směs inkubována při teplotě 36,5°C po dobu 

0,5h. Po této době bylo opět 100l této směsi nastříknuto na HPLC pro radiometrické 

stanovení elučních časů Graf č.5. 

 

Graf č.4: Reprezentativní HPLC analýza reakčního roztoku 
111

In-DTPA-HA po dokončení 

reakce (bez přečištění) 
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Graf č.5: Reprezentativní HPLC analýza reakčního roztoku 
111

In-DTPA-HA(bez přečištění) 

po inkubaci 30min s bovinní testikulární hyaluronidázou. 

 

 

111
In-DTPA-HA byla v in vitro podmínkách kvantitativně štěpena na 

nízkomolekulární produkty. V tomto směru lze tedy předpokládat stejné chování molekuly 

v podmínkách in vivo. Degradace 
111

In-DTPA-HA tímto ukazuje na fakt, ţe v průběhu 

biodistribučního experimentu nebudou sledovány pouze celé nezměněné molekuly, ale 

zároveň produkty její degradace. 

 

Dále byla stanovena stabilita všech tří připravených vzorků in vitro. Byla porovnána 

stabilita standardů připravených podle výše uvedené metody a směsi těchto standardů s 0,2ml 

plazmy v poměru 1:1, vše při teplotě 37°C. Interval byl stanoven na 24h. Po tomto čase byly 

vzorky analyzovány a celkový podíl nízkomolekulární frakce byl stanoven HPLC 

s radiometrickou detekcí – Graf č.6-8, tabulka č.3. 
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Graf č.6: Zkoušky stability - HPLC analýza HA 400 inkubovaného 24h při teplotě 37°C - 

standard (A), směs standardu s potkaní plazmou (B).  
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Graf č.7: Zkoušky stability - HPLC analýza HA 100 inkubovaného 24h při teplotě 37°C - 

standard (A), směs standardu s potkaní plazmou (B). 
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Graf č.8: Zkoušky stability - HPLC analýza HA 10 inkubovaného 24h při teplotě 37°C - 

standard (A), směs standardu s potkaní plazmou (B). 
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Tabulka č.3: Zkoušky stability - Procentuální zastoupení vysoko a nízkomolekulárních frakcí 

derivátů 
111

In-DTPA-HA ve standardu (acetátový pufr pH 5,5) a ve směsi standardu s potkaní 

plazmou 1:1 po inkubaci 24h při 37°C  

 

 Vzorek 

HMw frakce
a
 

[%] 

LMw frakce
a
 

[%] 

HMw frakce
b
 

[%] 

LMw frakce
b
 

[%] 

HA 400 98 2 56 44 

HA 100 97,5 2,5 51 49 

HA 10 98 2 - - 

 

 

a 
Procentuální zastoupení HMw/LMw frakcí 

111
In-DTPA-HA po 24h ve standardu -acetátový 

pufr pH 5,5. (AUC)
 

b 
Procentuální zastoupení HMw/LMw frakcí 

111
In-DTPA-HA po 24h ve směsi standardu s 

potkaní plazmou 1:1 (AUC) 

 

Výsledky stabilit ukazují na relativní stabilitu molekul. Méně neţ 3% se po 24h 

v prostředí acetátového pufru pH 5,5 objevila v nízkomolekulární podobě. Na druhou stranu 

jejich stabilita v plazmě v podmínkách in vitro je omezená. Více neţ 40% se po 24h objevuje 

ve formě molekul s nízkou molekulovou hmotností.  

 

Tyto nízkomolekulární frakce vznikající v plazmě jsou pravděpodobně výsledkem 

enzymatického i neenzymatického štěpení molekuly. Je doloţeno, ţe i plazma obsahuje nízké 

koncentrace hyaluronidáz a jiných hyaluronan lyáz, které přispívají k degradaci  
111

In-DTPA-

HA. 
105)106)107)

 Za částečnou degradaci mohou být zodpovědné také volné kyslíkové radikály. 

39)
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5.1 Biodistribuce 
111

In-DTPA-HA 

 

Mnoţství radioaktivity změřené pro jednotlivé vzorky HA 10, HA 200, HA 400 

v orgánech a tkáních je uvedeno v tabulkách č.4-6. Pro přehlednější vyjádření mnoţství 

aktivity v průběhu experimentu v jednotlivých orgánech byly vytvořeny grafy č.9-14. 

Vzhledem k výraznému vychytávání radioaktivity játry bylo grafické znázornění průběhu 

radioaktivity v tomto orgánu zobrazeno odděleně. 
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Tabulka č.4: Mnoţství HA 400 změřené v jednotlivých orgánech potkanů - % dávky v celém 

orgánu a % dávky na 1 gram tkáně (průměr  ± SD čtyř zvířat) 

 

  

HA 400 

5 min 1 h 24 h 72 h 

Procento dávky v celém orgánu    

       

Játra 75.892 ± 3.527 79.866 ± 2.197 73.484 ± 3.434 66.528 ± 2.154 

Nadledviny 0.006 ± 0.002 0.001 ± 0.001 0.002 ± 0.000 0.009 ± 0.006 

Ledviny 1.063 ± 0.265 0.170 ± 0.002 0.318 ± 0.052 1.027 ± 0.060 

Plíce 0.414 ± 0.153 0.070 ± 0.008 0.037 ± 0.007 0.050 ± 0.012 

Srdce 0.044 ± 0.011 0.026 ± 0.011 0.011 ± 0.002 0.039 ± 0.007 

Slezina 0.312 ± 0.086 0.320 ± 0.069 0.414 ± 0.071 0.427 ± 0.014 

Ţaludek 0.063 ± 0.026 0.109 ± 0.134 0.020 ± 0.005 0.079 ± 0.004 

Střeva 0.302 ± 0.084 0.132 ± 0.026 0.206 ± 0.088 0.349 ± 0.050 

Tračník 0.404 ± 0.362 0.307 ± 0.293 1.539 ± 1.010 1.125 ± 0.315 

Varlata 0.018 ± 0.003 0.027 ± 0.007 0.030 ± 0.002 0.097 ± 0.019 

Štítná ţláza 0.010 ± 0.007 0.002 ± 0.001 0.002 ± 0.000 0.017 ± 0.016 

Mozek 0.012 ± 0.003 0.005 ± 0.001 0.002 ± 0.001 0.011 ± 0.006 

       

Procento dávky na 1 gram tkáně   

       

Krev 0.211 ± 0.022 0.067 ± 0.005 0.012 ± 0.001 0.025 ± 0.004 

Plazma 0.412 ± 0.045 0.125 ± 0.003 0.028 ± 0.004 0.024 ± 0.012 

Slinivka 0.047 ± 0.011 0.018 ± 0.002 0.018 ± 0.001 0.063 ± 0.029 

Játra 9.173 ± 0.620 11.074 ± 1.432 10.610 ± 1.567 10.259 ± 0.660 

Nadledviny 0.088 ± 0.024 0.019 ± 0.020 0.038 ± 0.006 0.136 ± 0.080 

Ledviny 0.535 ± 0.162 0.087 ± 0.007 0.173 ± 0.019 0.598 ± 0.014 

Kůţe 0.011 ± 0.004 0.008 ± 0.001 0.012 ± 0.005 0.032 ± 0.010 

Sval 0.005 ± 0.002 0.005 ± 0.001 0.005 ± 0.001 0.024 ± 0.005 

Tuk 0.015 ± 0.006 0.010 ± 0.007 0.018 ± 0.008 0.081 ± 0.034 

Stehenní kost 0.108 ± 0.014 0.087 ± 0.027 0.110 ± 0.011 0.159 ± 0.015 
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Tabulka č.5: Mnoţství HA 100 změřené v jednotlivých orgánech potkanů - % dávky v celém 

orgánu a % dávky na 1 gram tkáně (průměr  ± SD čtyř zvířat) 

 

  

HA 100 

5 min 1 h 24 h 72 h 

Procento dávky v celém orgánu    

       

Játra 49.279 ± 2.992 54.074 ± 2.171 56.107 ± 0.595 50.092 ± 1.572 

Nadledviny 0.011 ± 0.003 0.004 ± 0.000 0.003 ± 0.001 0.004 ± 0.001 

Ledviny 2.563 ± 0.440 0.285 ± 0.090 0.501 ± 0.046 0.817 ± 0.053 

Plíce 0.579 ± 0.208 0.172 ± 0.050 0.054 ± 0.011 0.055 ± 0.005 

Srdce 0.158 ± 0.030 0.042 ± 0.009 0.020 ± 0.003 0.021 ± 0.002 

Slezina 0.576 ± 0.086 0.898 ± 0.121 0.730 ± 0.174 0.650 ± 0.181 

Ţaludek 0.160 ± 0.046 0.108 ± 0.044 0.073 ± 0.055 0.051 ± 0.020 

Střeva 0.823 ± 0.122 0.399 ± 0.075 0.318 ± 0.035 0.197 ± 0.016 

Tračník 0.209 ± 0.028 0.111 ± 0.023 0.573 ± 0.138 0.722 ± 0.502 

Varlata 0.066 ± 0.009 0.062 ± 0.023 0.061 ± 0.020 0.070 ± 0.005 

Štítná ţláza 0.019 ± 0.010 0.009 ± 0.004 0.004 ± 0.001 0.005 ± 0.000 

Mozek 0.060 ± 0.010 0.012 ± 0.002 0.006 ± 0.001 0.007 ± 0.001 

       

Procento dávky na 1 gram tkáně   

       

Krev 0.967 ± 0.182 0.167 ± 0.036 0.026 ± 0.005 0.013 ± 0.002 

Plazma 1.880 ± 0.385 0.313 ± 0.065 0.048 ± 0.012 0.017 ± 0.001 

Slinivka 0.150 ± 0.036 0.040 ± 0.015 0.027 ± 0.007 0.035 ± 0.009 

Játra 5.875 ± 0.290 6.834 ± 1.356 6.528 ± 0.386 6.291 ± 0.652 

Nadledviny 0.152 ± 0.019 0.053 ± 0.006 0.042 ± 0.007 0.063 ± 0.016 

Ledviny 1.334 ± 0.174 0.154 ± 0.056 0.240 ± 0.020 0.400 ± 0.022 

Kůţe 0.025 ± 0.004 0.018 ± 0.005 0.017 ± 0.002 0.022 ± 0.004 

Sval 0.016 ± 0.003 0.011 ± 0.002 0.010 ± 0.002 0.011 ± 0.002 

Tuk 0.034 ± 0.008 0.027 ± 0.009 0.022 ± 0.010 0.050 ± 0.047 

Stehenní kost 0.236 ± 0.048 0.220 ± 0.067 0.167 ± 0.029 0.196 ± 0.061 
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Tabulka č.6: Mnoţství HA 10 změřené v jednotlivých orgánech potkanů - % dávky v celém 

orgánu a % dávky na 1 gram tkáně (průměr  ± SD čtyř zvířat) 

 

  

HA 10 

5 min 1 h 24 h 72 h 

Procento dávky v celém orgánu    

       

Játra 54.132 ± 8.273 58.966 ± 6.038 56.047 ± 15.718 45.426 ± 9.113 

Nadledviny 0.020 ± 0.016 0.004 ± 0.003 0.009 ± 0.011 0.003 ± 0.001 

Ledviny 8.409 ± 6.597 0.658 ± 0.274 1.020 ± 0.653 0.536 ± 0.081 

Plíce 0.515 ± 0.169 0.385 ± 0.224 0.153 ± 0.135 0.043 ± 0.011 

Srdce 0.180 ± 0.042 0.125 ± 0.072 0.041 ± 0.033 0.012 ± 0.005 

Slezina 1.055 ± 0.313 1.197 ± 0.174 1.340 ± 0.265 1.007 ± 0.147 

Ţaludek 0.684 ± 0.841 0.158 ± 0.079 0.127 ± 0.106 0.052 ± 0.034 

Střeva 1.271 ± 0.607 0.581 ± 0.169 0.754 ± 0.431 0.139 ± 0.026 

Tračník 0.380 ± 0.192 0.143 ± 0.021 1.017 ± 0.296 0.417 ± 0.199 

Varlata 0.106 ± 0.045 0.133 ± 0.068 0.128 ± 0.099 0.042 ± 0.015 

Štítná ţláza 0.023 ± 0.006 0.039 ± 0.046 0.016 ± 0.016 0.002 ± 0.001 

Mozek 0.076 ± 0.030 0.027 ± 0.018 0.024 ± 0.026 0.003 ± 0.001 

       

Procento dávky na 1 gram tkáně   

       

Krev 0.942 ± 0.182 0.440 ± 0.298 0.071 ± 0.061 0.009 ± 0.003 

Plazma 1.680 ± 0.367 0.748 ± 0.474 0.111 ± 0.088 0.012 ± 0.005 

Slinivka 0.260 ± 0.118 0.063 ± 0.048 0.078 ± 0.065 0.029 ± 0.016 

Játra 7.137 ± 0.953 8.348 ± 1.390 7.286 ± 2.591 6.118 ± 2.350 

Nadledviny 0.291 ± 0.245 0.062 ± 0.043 0.159 ± 0.209 0.046 ± 0.024 

Ledviny 4.863 ± 4.050 0.362 ± 0.152 0.581 ± 0.384 0.293 ± 0.054 

Kůţe 0.074 ± 0.020 0.056 ± 0.012 0.049 ± 0.034 0.021 ± 0.007 

Sval 0.037 ± 0.009 0.039 ± 0.026 0.025 ± 0.022 0.009 ± 0.002 

Tuk 0.159 ± 0.170 0.054 ± 0.013 0.252 ± 0.309 0.029 ± 0.012 

Stehenní kost 0.326 ± 0.089 0.277 ± 0.049 0.312 ± 0.115 0.303 ± 0.212 
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Graf č.9: Grafické znázornění změny radioaktivity v čase pro HA 400 v jednotlivých 

orgánech (% dávky na 1 gram tkáně) 

 

 

 

Graf č.10: Grafické znázornění změny radioaktivity v čase pro HA 400 v játrech (% dávky na 

1 gram tkáně) 
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Graf č.11: Grafické znázornění změny radioaktivity v čase pro HA 100 v jednotlivých 

orgánech (% dávky na 1 gram tkáně) 

 

 

 

Graf č.12: Grafické znázornění změny radioaktivity v čase pro HA 100 v játrech (% dávky na 

1 gram tkáně) 
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Graf č.13: Grafické znázornění změny radioaktivity v čase pro HA 10 v jednotlivých 

orgánech (% dávky na 1 gram tkáně) 

 

 

 

Graf č.14: Grafické znázornění změny radioaktivity v čase pro HA 10 v játrech (% dávky na 1 

gram tkáně) 
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5.2 Eliminace 
111

In-DTPA-HA 

 

Vzhledem k relativně vysokým hodnotám aktivity v ledvinách 5min po aplikaci látky 

a pro úplný obraz biodistribuce molekuly, byly provedeny studie eliminace a určení 

molekulové hmotnosti eliminovaných molekul. 

 

Grafy č.15-17 ukazují kumulativní mnoţství radioaktivity v moči a ve stolici sbírané 

v průběhu 72h experimentu. Grafy č.18-20 ukazují zastoupení molekulových hmotností 

v moči. 

 

Graf č.15: Kumulativní graf vylučování HA 400 po i.v. podání v průběhu 72h (% aplikované 

dávky) 
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Graf č.16: Kumulativní graf vylučování HA 100 po i.v. podání v průběhu 72h (% aplikované 

dávky) 

 

 

 

Graf č.17: Kumulativní graf vylučování HA 10 po i.v. podání v průběhu 72h (% aplikované 

dávky) 
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Graf č.18: HPLC analýza molekulové hmotnosti HA 400 v moči 

 

 

 

 

 

Graf č.19: HPLC analýza molekulové hmotnosti HA 100 v moči 
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Graf č.20: HPLC analýza molekulové hmotnosti HA 10 v moči 
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5.3 Farmakokinetika 
111

In-DTPA-HA 

 

Z výsledků biodistribuce a eliminačních studií byl pro výpočet farmakokinetických 

parametrů odvozen dvoukompartmentový model.  

 

Tabulka č.7: Hlavní farmakokinetické parametry HA 10, 100, 400. 

  HA 10 HA 100 HA 400 

Distribuční objem centrálního kompartmentu (ml) 8,97 ± 0,76 11,04 ± 1,07 14,97 ± 1,87 

Distribuční objem v rovnováţném stavu (ml) 103,56 ± 19,37 175,07 ± 24,74 58,21 ± 1,35 

Celková plazmatická clearance (ml/min) 1,01 ± 0,23 1,15 ± 0,39 0,25 ± 0,04 

Poločas distribuce (min) 1,89 ± 0,08 1,66 ± 0,22 1,22 ± 0,31 

Poločas eliminace (min) 102,39 ± 19,16 143,71 ± 20,76 162,27 ± 21,56 

 

 

Graf č.21: Závislost změny koncentrace HA 400 v plazmě v čase – experiment a model 

vypočtený programem SAAM II 
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Graf č.22: Závislost změny koncentrace HA 100 v plazmě v čase – experiment a model 

vypočtený programem SAAM II 

 

 

Graf č.23: Závislost změny koncentrace HA 10 v plazmě v čase – experiment a model 

vypočtený programem SAAM II 
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5.4 Perfuze jater 
111

In-DTPA-HA 

 

Výsledky perfuze jater u všech tří molekul a jejich analýza programem SAAM II 

ukazují na kinetiku prvního řádu (Grafy č.24-26). Porovnání parametrů  spočítaných tímto 

programem podle rovnice C= C1
-t

 neukazuje ţádný statisticky významný rozdíl mezí 

výsledky získanými z perfuzátu jednotlivých molekul. 

 

Graf č.24: Farmakokinetika perfuze jater - HA 400 – srovnání experimentu a modelu podle 

programu SAAM II závislosti aktivity v perfuzní tekutině na čase 
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Graf č.25: Farmakokinetika perfuze jater - HA 100 – srovnání experimentu a modelu HA 100 

podle programu SAAM II závislosti aktivity v perfuzní tekutině na čase 
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Graf č.26: Farmakokinetika perfuze jater - HA 10 – srovnání experimentu a modelu podle 

programu SAAM II závislosti aktivity v perfuzní tekutině na čase  
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Graf č. 27: Porovnání celkové aktivity experimentálních molekul absorbované játry během 90 

minut perfuze jater 
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Biodistribuční studie 

 

Biodistribuce všech tří molekulových hmotností 
111

In-HA-DTPA můţe být na základě 

výsledků charakterizována dvěma cestami. Velmi rychlým vychytáváním aplikovaných 

molekul z krevního řečiště játry a eliminací malých degradačních produktů, vzniklých 

pravděpodobným působením hyaluronidáz, hyaluronan lyáz a kyslíkových radikálů, 

ledvinami.  

 

Více neţ jedna polovina podané aktivity HA 10 a 100 a více neţ dvě třetiny aktivity 

HA 400 byly vychytány játry během prvních pěti minut experimentu. Do jedné hodiny od 

začátku se aktivita v játrech mírně zvyšovala a v delších časových intervalech byla 

zaznamenána vysoká retence aktivity v tomto orgánu. 

 

Vychytávání radioaktivity játry můţe být výsledkem několika mechanismů popsaných 

McGarym. 
52)

 Je pravděpodobné, ţe vysokomolekulární frakce 
111

In-DTPA-HA jsou štěpeny 

uvnitř jaterních endoteliálních buněk hyaluronidázami na menší fragmenty velikosti 

oligosacharidů. Na základě experimentů z literatury s izotopy 
3
H nebo 

14
C víme, ţe takto 

značená HA byla štěpena a produkty její degradace byly dále redistribuovány do jiných 

orgánů a tkání. 
20)59)

 Tyto výsledky jsou v ostrém kontrastu k výsledkům získaným v průběhu 

našeho experimentu. Základní příčinou výrazně delší kumulace molekul HA značených 
111

In-

DTPA v játrech můţe být právě modifikace řetězce HA. Výsledky naznačují, ţe tato 

modifikace ligandem 
111

In-DTPA ovlivnila další redistribuci metabolitů. Jak je jiţ zmíněno 

v úvodu, základní rozdíl mezi HA značenou 
3
H nebo 

14
C a 

111
In-DTPA je výsledná polarita 

vzniklé molekuly. Zatímco u prvních dvou izotopů je prakticky nezměněna, vazba 
111

In-

DTPA polaritu výrazně zvyšuje a můţe tedy negativně ovlivňovat transport metabolitů vně 

buňky. Radioaktivně značené fragmenty vzniklé štěpením 
111

In-DTPA-HA (
111

In-DTPA-

fragment, případně i odštěpený 
111

In-DTPA fragment) jsou natolik polární, ţe nemohou 

pronikat přes biologické membrány a proto tyto produkty štěpení zůstávají dlouhodobě 

kumulovány v místě štěpení (především v játrech). Experimenty, jejichţ cílem bylo stanovit 

molekulovou hmotnost fragmentů 
111

In-DTPA-HA v játrech, nebyly úspěšné, protoţe se 

nepodařilo za pouţitých experimentálních podmínek převést významný podíl aktivity 

homogenátu do vodné fáze. Radioaktivně značené štěpy HA byly totiţ silně vázány na 

konstituční sloţky jaterní tkáně a pouţití agresivních postupů pro jejich uvolnění z této vazby 

by mohlo významně ovlivnit velikost i strukturu produktů metabolizmu HA. 
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Eliminační studie 

 

Z kumulativních výsledků vylučování HA 10, 100, 400 je viditelná převaţující renální 

exkrece všech tří látek. Z porovnání s grafy biodistribuce vyplývá, ţe největší část eliminace 

ledvinami proběhla v krátkých časových intervalech tedy do dvou hodin od podání vzorků, 

kdy ledviny ve srovnání s jinými orgány (kromě jater) vykazují vysoký nárůst radioaktivity. 

Lze předpokládat, ţe molekuly, které nebyly vychytány játry, byly v krvi degradovány na 

produkty o niţší molekulové hmotnosti a následně eliminovány renální exkrecí. 

 

 Následná analýza (Grafy č.18-20) potvrzuje nízkomolekulární produkty v moči. Jejich 

původ můţe být dvojího, v případě HA 10 trojího charakteru. 1. Nízkomolekulární produkty 

vznikající štěpením původního řetězce, 2. Nečistoty typu 
111

In DTPA nebo 
111

In, které jsou 

obsaţeny v aplikovaných vzorcích v mnoţství 2 - 4% a za 3. v případě HA 10 se podle 

elučního času prvního peaku můţe jednat o původní látku, tedy 
111

In-DTPA-HA 10kDa. 

 

 Podle výsledků eliminace a aktivity ve střevech se vylučování 
111

In-DTPA-HA děje i 

přes GIT ovšem výrazně niţší měrou. 

 

 Vylučování HA GIT a renální exkrecí bylo potvrzeno i v jiných publikacích 

sledujících biodistribuci HA. Celkové mnoţství aktivity vyloučené při našem experimentu je 

však v porovnání s těmito výsledky vyšší. 
59)100)

  

 

 

Farmakokinetika 

 

Výsledky farmakokinetické studie odpovídají dvoukompartmentovému modelu 

s rychlou distribucí látek z hlavního do vedlejšího kompartmentu a pomalou eliminací látek 

ze systému. Všechny tři zkoumané látky vykazují z farmakokinetického hlediska jiné 

chování, neţ je zmíněno v úvodu, tedy nelze pro ně pouţít jednokompartmentový nelineární 

model Michaelise-Mentenové.  

 

Rychlý poločas distribuce z hlavního do vedlejšího kompartmentu stejně jako vysoký 

distribuční objem v rovnováţném stavu u všech tří molekul odpovídá rychlému vychytávání 

z krevního oběhu a vysokým procentům aktivity v játrech pozorovaných v krátkých časových 
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intervalech biodistribuční studie. Výrazná aktivita v játrech v dlouhých intervalech (24, 72h) 

je v souladu s vypočítanými dlouhými eliminačními poločasy. 

 

 Porovnání vlivu molekulové hmotnosti na farmakokinetické parametry bylo 

provedeno vzájemným statistickým porovnáním parametrů vedlo ke zjištění, ţe 

mezi kinetikou zkoumaných molekul neexistuje statisticky významný rozdíl. Pokud toto 

zjištění srovnáme s výsledky biodistribuce, kde jsou játra hlavním orgánem podílejícím se na 

sníţení aktivity v krvi během distribuční fáze, zjistíme, ţe i přes to, ţe je kinetika distribuční a 

eliminační fáze stejná pro všechny tři molekuly, je celkové mnoţství HA 400 vychytané játry 

téměř o 25% vyšší (počítáno na celkovou aktivitu v orgánu), za stejný časový interval, neţ u 

zbývajících dvou molekul. 

  

 Stejně tak je zajímavé vzájemné srovnání celkové plazmatické clearance a 

distribučního objemu v rovnováţném stavu všech tří molekul. Přesto, ţe by se dalo na základě 

výsledků biodistribuce očekávat, ţe distribuční objem v rovnováţném stavu bude nejvyšší pro 

HA 400 není tomu tak. Detailnější rozbor výsledků biodistribuce odhalí, ţe HA 100 a HA 10 

jsou oproti HA 400 ve vyšší míře distribuovány i do jiných orgánů neţ jsou játra. 

V eliminační fázi potom pravděpodobně dochází k tomu, ţe zatímco HA400 nebo její 

fragmenty jsou redistribuovány a vyskytují se tedy ve vyšších koncentracích v plazmě a 

sniţují tak zmíněný distribuční objem, k redistribuci HA 100 a HA 10 v takové míře zdaleka 

nedochází a jejich distribuční objemy jsou vyšší. 

 

Při analýze farmakokinetického chování HA je nezbytné brát v úvahu fakt, ţe 

farmakokinetické parametry byly stanoveny z celkové aktivity 
111

In v plazmě. Přitom 

v plazmě můţe být přítomna nejen původní látka, ale i její fragmenty a vzájemný poměr 

jednotlivých radioaktivně značených forem se bude s časem měnit. Tento fakt ještě více 

komplikuje interpretaci dosaţených výsledků i tvorbu jednoznačných závěrů o vlivu 

molekulové hmotnosti na farmakokinetické chování HA.  

 

Perfuze jater 

 

Celková aktivita perfuzátu v čase 10min od začátku pokusu se u všech tří molekul 

významně liší od aktivity dodané do systému v čase 0. Pokud budeme vycházet z výsledků 

biodistribuce a farmakokinetiky pak i v případě perfuze jater in situ dochází v průběhu 
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několika minut od začátku experimentu k pravděpodobnému nasycení transportních 

mechanismů pro HA. Následný lineární průběh poklesu aktivity viditelný z grafů č. 24-26 je 

pravděpodobně kombinací několika dějů, jako např. přechod HA z perfuzní tekutiny do jater, 

částečný návrat produktů štěpení HA v játrech zpět do perfuzní tekutiny. 
108)
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7. ZÁVĚR 
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Výsledky získané v této práci vytvořily komplexní obraz pohybu a chování zkoumané 

111
In-DTPA-HA o třech různých Mw v podmínkách in vivo. Porovnaly závislost Mw na 

chování látky a zároveň odhalily některé rozdíly v chování námi pouţité molekuly 

s molekulami pouţitými v jiných pokusech a vytvořily moţné hypotézy důvodu tohoto 

odlišného chování. 

 

V úvodu bylo zjištěno, ţe stabilita pouţité molekuly je dostatečná a umoţňuje 

získávání reprodukovatelných výsledků. 

 

Základní předpoklad biodistribuce námi pouţitých molekul a to rychlé vychytávání 

molekul s vyšší Mw játry se potvrdil i v našem experimentu. Odhalil základní rozdíl mezi 

současnými znalostmi o distribuci molekul značených 
3
H nebo 

14
C a 

111
In-DTPA-HA, 

spočívající ve výrazně delší době setrvání námi zkoumané látky v játrech a absence 

redistribuce do jiných tkání nebo rychlé eliminace. Dále prokázal, ţe biodistribuce látky 

s vyšší Mw (400kDa) se odlišuje od molekul s niţší Mw (10 a 100kDa). 

 

Dvoukompartmentový farmakokinetický model pouţitý pro výpočet 

farmakokinetických parametrů všech tři molekulových hmotností 
111

In-DTPA-HA ukázal, ţe 

přes to, ţe se distribuční objem v rovnováţném stavu a plazmatická clearance látky s vyšší 

Mw (400kDa) odlišuje od molekul s niţší Mw (10 a 100kDa), mají všechny tři molekuly 

stejný průběh distribuční a eliminační fáze. 

 

Výsledky perfuze jater mají opět stejný průběh pro všechny tři pouţité molekulové 

hmotnosti. Pravděpodobné rychlé vychytání 
111

In-DTPA-HA ze systému následuje fáze 

s kinetikou, která by se dala popsat jako pseudonultého řádu s předpokládanou redistribucí 

fragmentů 
111

In-DTPA-HA z jaterních buněk do perfuzní tekutiny a zpět. 
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8. SOUHRN 

 

 

 

 

 

 

 



 76 

Disertační práce se zabývá studiem biodistribuce a farmakokinetiky hyaluronové 

kyseliny značené izotopem 
111

In a moţných rozdílů v závislosti na molekulové hmotnosti HA. 

HA je v organismech přirozeně se vyskytující glykosaminoglykan s řadou důleţitých funkcí 

jak na orgánové, tak na buněčné úrovni, při fyziologických i patologických dějích. Její 

charakter fyziologické látky zároveň velmi znesnadňuje moţnosti jejího sledování v 

organismu. Vytvořením vhodného derivátu a reprodukovatelného postupu značení této 

molekuly izotopem se stalo stěţejním bodem celé práce. 

 

V experimentální části byla molekula DTPA-HA, vytvořená na pracovišti společností 

CPN Dolní Dobrouč, značena známou metodou pouţívanou běţně pro vazbu 
111

In na 

molekulu DTPA. Byl vytvořen reprodukovatelný postup, při kterém je 0,4M acetátový pufr 

pH 5,5 smíchán se stejným objemem, gelovou filtrací přečištěné, DTPA-HA a poţadovaným 

mnoţstvím izotopu 
111

In a celá směs je míchána 0,5h. Takto byly značeny molekuly DTPA-

HA o třech molekulových hmotnostech 10, 100 a 400kDa, které se ukázaly být dostatečně 

stabilní a vlastnostmi podobné nativní HA. 

 

S vytvořenými HA 10, 100 a 400 byly provedeny biodistribuční, farmakokinetické a 

eliminační studie a perfuze jater in situ.  

 

Biodistribuce ukázala podobné chování všech tří sledovaných molekulových 

hmotností. U všech se objevilo rychlé vychytávání z krevního oběhu játry a pomalá eliminace 

z organizmu. S vyšší molekulovou hmotností bylo vychytávání kvantitativnější. 

 

Pro výpočet farmakokinetických parametrů byl pouţit dvoukompartmentový model. 

Výsledky ukazují na rychlou distribuční a velmi pomalou eliminační fázi, kde s molekulovou 

hmotností roste distribuční objem centrálního kompartmentu a poločas eliminace a naopak 

klesá poločas distribuce a plazmatická clearance. 

 

Eliminace všech tří molekul proběhla převáţně renálně jen s velmi malým přispěním 

GIT. HPLC analýza Mw HA nalezené v moči odpovídala nízkomolekulárním fragmentům. 

Pouze v případě HA 10 se objevil peak, ve stejném elučním čase jako u standardu této 

molekuly. 
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Při perfuzi jater došlo během prvních 10 minut k vychytání velkého podílu aktivity 

játry a následná fáze ukazuje kinetiku prvního řádu. 

 

 Získané výsledky byly pouţity pro další výzkum v rámci oddělení radiofarmak 

farmaceutické fakulty UK a dále pro další výzkum v rámci spolupráce se společností CPN, 

Dolní Dobrouč, za jejíţ podpory byl tento výzkum proveden.   
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9. SUMMARY 
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This PhD thesis, is dealing with physiological properties of Hyaluronic Acid labelled 

with 
111

In isotope. HA is naturally occurring Glycosaminoglycan within organisms with many 

important functions on the cellular and organ level, including physiological and pathological 

processes. Its character of physiologically occurring substance makes its tracing in the 

organism very difficult. Thus preparation of suitable derivative and repeatable procedure of 

labelling of this molecule became the most important point of the whole work. 

 

During the experimental part DTPA-HA molecule created by CPN Dolni Dobrouč has 

been labelled using well-known method used for labelling of DTPA molecules with 
111

In. A 

reproducible procedure has been created where 0,4 M Acetate buffer pH 5,5 is mixed with an 

equal volume of DTPA-HA purified by gel filtration and required amount of isotope 
111

In and 

the whole mixture is mixed for 0,5 h. This method was used for labelling of DTPA-HA 

molecules of three different molecular weights 10, 100 and 400kDa, which proved to be 

sufficiently stable and having properties of native HA. 

 

Newly created HA 10, 100 and 400 were used for biodistributional, pharmacokinetic 

and elimination studies and for liver perfusion in situ. 

 

Biodistribution revealed the same behaviour of all three examined molecular weights. 

A rapid uptake by liver from circulation and slow elimination from organism appeared. With 

higher molecular weight uptake was more quantitative. 

   

Two-compartment model was used for calculation of pharmacokinetic parameters. 

Results show fast biodistribution phase and slow elimination phase, where with increasing 

molecular weight the volume of central compartment and elimination half-life grows and on 

the contrary distribution half-life and plasma clearance are getting lower.  

  

Elimination of all three molecules was mostly renal with only small contribution of 

GIT. HPLC analysis of Mw of HA recovered from urine corresponded to low molecular 

weight fragments. Only for HA 10 a peak appeared with the same elution time as for the 

standard.  

 

A huge amount of activity was taken up by liver within first ten minutes of liver 

perfusion. The following phase corresponded to the first order kinetics.  
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The results obtained were used for further research in the department of 

radiopharmacy of Faculty of Pharmacy, Charles University, and for further research in 

collaboration with the Contipro C a.s., Dolní Dobrouč, which supported the conduct of this 

research. 
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Seznam použitých zkratek: 

 

CS – Chondroitin sulfát 

CNBr – Cyanogen bromid 

DS – Dermatan sulfát 

DTPA - Diethylentriaminopentaoctová kyselina 

ECM – Extracelulární matrix 

EDC - 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 

GAG - Glykosaminoglykan 

GIT – Gastro-intestinální trakt 

HA – Hyaluronová kyselina 

HAS – Hyaluronan syntáza 

HA 10 – 
111

In-DTPA-HA, Mw: 10kDa 

HA 100 - 
111

In-DTPA-HA, Mw: 100kDa 

HA 400 - 
111

In-DTPA-HA, Mw: 400kDa 

HPLC – Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HS – Heparan sulfát 

HYABP – Hyaluronan binding protein 

Hyal - Hyaluronidáza 

IL-1 – Interleukin 1 

IP3 – Inositol trifosfát 

i.v. - Intravenózní 

KS – Keratan sulfát 

Mr, Mw – Molekulová hmotnost 

NSA – Nesteroidní antiflogistika 

PKN – Proteinkináza  

PLC – Fosfolipáza C 

RES – Retikulo-endoteliální systém 

SD – Směrodatná odchylka 
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