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ABSTRAKT
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Skolitel: Doc. Ing. Alice Laznickova, CSc.
Konzultant: Mgr. Martina Hermannova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Optimalizace preparativni LC-MS metody frakcionace

oligosacharidii hyaluronanu

Tato diplomové prace se zabyva optimalizaci LC-MS analyzy oligosacharidi
hyaluronanu v preparativnim modu. Teoreticka ¢ast struéné shrnuje dostupné informace
0 biologickych a chemickych vlastnostech kyseliny hyaluronové. Kyselina hyaluronova
je snadno enzymaticky degradovatelna prostfednictvim savcich hyaluroniddz za vzniku
oligosacharidli hyaluronanu, které mohou byt biologicky aktivni v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti. K separaci a purifikaci oligosacharidii hyaluronanu se nejéastéji
vyuziva vysokoucinné kapalinové chromatografie. Nové analytické metody zaloZené
na kombinaci separacnich technik s hmotnostni spektrometrii umoziuji snadnou a velmi
citlivou identifikaci slozitych oligosacharidovych smési. V experimentalni ¢asti jsme
se zabyvali optimalizaci podminek ionizace oligosacharidii hyaluronanu v negativnim
a pozitivnim médu. Nejprve jsme se zaméfili na nastaveni napéti na kapilafe, napéti
na sample cone, desolvataéni teploty, prutoku desolvatacniho plynu a pritoku cone gas.
V MS spektrech 4-, 6-, 8- a 10- sacharidu hyaluronanu jsme sledovali vznik
jednondsobné a dvojnasobné nabitych iontli a porovnavali jejich vyslednou intenzitu.
Na zdkladé¢ namétenych vysledki jsme si ovéfili, ze analyza oligosacharida
hyaluronanu v negativnim moédu je vyrazné citlivéjsi nez v pozitivnim méodu. V dal$im
kroku jsme provedli optimalizaci slozeni eluentd Vv preparativnim modu. Zjistili jsme,
ze pfidani 0,1 % kys. mravenc¢i podporuje vznik negativnich iontl, pfidani
0,1 % amoniaku podporuje vznik pozitivnich iontl, nejlep$ich vysledkii jsme dosahli

pii pouziti 100% metanolu.
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Title of diploma thesis: Optimization of preparative LC-MS method for

fractionation of oligosaccharides of hyaluronanu

This diploma thesis deals with optimization of LC-MS method for analysis of
hyaluronan oligosaccharides in preparative mode. The theoretical part summarizes
available information about biological and chemical properties of hyaluronic acid.
Hyaluronic acid is easily enzymatically degradable by mammalian hyaluronidases that
produce hyaluronan oligosaccharides. The biological function of these degradation
products depend on their molecular weight. High-performance liquid chromatography is
mainly used for separation and purification of hyaluronan oligosaccharides. A new
method for the determination of hyaluronan oligosaccharides is based on a combination
of separation techniques and mass spectrometry. The experimental part deals with
optimization of ionisation conditions for electrospray ionization mass spectrometry
in positive and negative ion mode. In the first step, we focused on setting of capillary
voltage, cone voltage, desolvation temperature, flow rate of desolvation gas and cone
gas. In the MS spectra of 4-, 6-, 8- a 10- oligosaccharides of hyaluronan, we observed
the presence of singly and doubly charged ions and compared their intensity. LC-MS
analysis of hyaluronan oligosaccharides in negative ion mode was more sensitive than
in positive ion mode. In the next step, we focused on the optimization of eluent
compositions in preparative mode. Addition of 0,1% formic acid enhanced
the production of negative ions and addition of 0,1% ammonia enhanced

the production of positive ions. The best results were achieved using 100% methanol.
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1. Uvod

Kyselina hyaluronova (HA) je znama od roku 1934, kdy byla poprvé objevena
aizolovana ze sklivce skotu Karlem Meyerem a Johnem Palmerem. Na pocatku 50. let
byla poprvé pouzita v pekaiském primyslu jako nahrada vaje¢ného bilku. Od té doby
nasla uplatnéni Vviadé nejriznéjsich Iékafskych odvétvi napf. v oftalmologii,
kosmetologii, v plastické chirurgii nebo pii 1é¢b¢ osteoartritidy (Necas, a dalsi, 2008).
HA se vyznacuje mimotfadnymi biologickymi u¢inky, které mohou byt velmi odli§né
Vv zavislosti na jeji struktufe a molekulové hmotnosti. Z téchto diivodii je nutné zajistit
vysokou chemickou cCistotu HA a ziskat dostate¢né informace o absorpci, distribuci
a eliminaci HA aplikované do lidského organismu. Nové analytické metody umoziuji
snadnou a velmi citlivou identifikaci hyaluronovych slouc¢enin. Obrovsky vyznam
Vv posledni dobé zaznamenala hmotnostni spektrometrie vyuzivajici mékkych
ionizacnich technik, pfedev§im MALDI-TOF MS a ESI-MS. Velkou vyhodou ESI
je moznost piimého spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, takZze béhem
jediné analyzy dochazi k rychlé separaci a identifikaci slozitych oligosacharidovych

smesi.

2. Cil prace

Teoreticka Cast této diplomové prace se zbyva zakladnimi poznatky o kyseling
hyaluronové, jejim vyuziti a metodach analyzy. Hlavnim cilem experimentalni Casti
je optimalizace podminek LC-MS analyzy pii purifikaci a frakcionaci oligosacharidd
hyaluronanu (OHA). V prvnim kroku je sledovan vliv parametrii iontového zdroje
na efektivitu ionizace OHA. Duraz je kladen na nastaveni napéti na kapilafe, napéti
na sample cone, desolvataéni teploty, prutoku desolvataéniho plynu a pritoku cone gas.
Po optimalizaci téchto podminek v analytickém modu je v dalSim kroku sledovan vliv

sloZeni eluentli na vyslednou ionizaci OHA Vv preparativnim modu.
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3. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovéd je linearni vysokomolekularni glykosaminoglykan
tvofeny opakujicimi se disacharidovymi jednotkami D-glukuronové kyseliny
a N-acetyl-D-glukosaminu stfidavé spojenymi p(1—4) a B(1—3) glykosidickymi
vazbami (Obrazek 1). HA se v organismu pfirozené vyskytuje ve formé soli nejcastéji
jako hyaluronat sodny. Struktura HA ve fyziologickém roztoku je dana kombinaci
chemické struktury disacharidovych jednotek, intermolekularnimi vodikovymi vazbami
a interakcemi s rozpoustédlem. Axialn€ usporadané vodikové atomy tvoii nepolarni ¢ast
molekuly, zatimco polarni ¢ast molekuly je tvofena ekvatorialné uspofadanymi
hydroxylovymi a karboxylovymi skupinami. Sekundarni struktura HA ma charakter
spiralovité stoCené civky, tercialni struktura zaujima energeticky vyhodngjsi formu
B-skladaného listu stabilizovaného pomoci interakci mezi hydrofobnimi ¢astmi
molekuly a vnitinimi vodikovymi vazbami. Ve vodnych roztocich dochazi na zakladé
vzajemné agregace mezi molekulami HA ke vzniku slozitych molekularnich siti

(Brown, a dalsi, 2005; Hascall, a dalsi, 1997).

OH OH
- 0]
‘[o 7 Oy _HO 1lo-_
HO OH 3 NH n
o=

CHs

D-glukuronova kyselina  N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 1 Struktura kyseliny hyaluronové (pfevzato z Schanté, a dalsi, 2011).

3.1 Vyskyt HA

HA je syntetizovana ve formé vysokomolekularniho polymeru, ktery se mize
skladat az z 10 000 disacharidovych jednotek o molekulové hmotnosti okolo 4x 10° Da.
V lidském téle je HA Siroce zastoupena V extracelularni matrix vétSiny tkéni, zejména
V pojivové, epitelidlni a nervové. Nejvétsi mnozstvi HA, piiblizné 50% celkového
obsahu je pfitomno v kuzi, okolo 0,5 mg/g v dermis a 0,1 mg/g v epidermis. Vysoké
koncentrace HA jsou dale zastoupeny ve sklivci lidského oka 0,1-0,4 mg/g, v synovialni
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tekutiné vyplnujici kloubni dutiny 3-4 mg/ml a v pupec¢niku 4 mg/g (Hascall, a dalsi,
1997; Necas, a dalsi, 2008).

HA se vyskytuje nejen v organismu obratlovci, ale byla objevena také
u nekterych druht bakterii, ptikladem mohou byt streptokoky skupiny C a A, predev§im
Streptococcus equisimilis nebo Streptococcus pyogenes a nékteré druhy rodu
Pasteurella. HA vytvafi okolo bakterie pouzdro, které znesnadiiuje rozpoznani
cizorodého agens prostiednictvim imunitniho systému hostitele a napomaha jeho Siteni

do okolnich tkani (Weigel, 2004).

3.2 Chemicko-fyzikalni vlastnosti

HA se vyznacuje velmi dobrou rozpustnosti ve vodé za vzniku viskéznich
roztokt. Vysledna viskoelasticita zavisi nejen na jeji molekulové hmotnosti
a koncentraci, ale také na pH a iontové sile okolniho prostiedi. Hodnota pKa kyseliny
hyaluronové je 2,9, zménou pH K fyziologickym hodnotam Ize ovlivnit rozsah ionizace
hyaluronovych fetézcl a tim i reologické vlastnosti této slouceniny. V fadé 1ékatskych
odvétvi je HA vyuzivana jako vysoce hygroskopicky a viskoelasticky material, ktery
je velmi dobie tolerovan lidskym organismem a podléha rychlému enzymatickému

rozkladu za tvorby bezpeénych degradacnich produktt (Schiraldi, a dalsi, 2010).

3.3 Biologické ucinky HA

Kyselina hyaluronovd ma velmi odlisné biologické ucinky v zavislosti na jeji
molekulové hmotnosti. Vysokomolekuldrni HA je dulezitou strukturdlni molekulou
extracelularni matrix, diky svym viskoelastickym vlastnostem a schopnosti dobie
pfijimat vodu z okolniho prostfedi se uplatiiuje pii hydrataci tkdni a udrZovani
osmotické rovnovahy. V kloubnich pouzdrech plni funkci lubrika¢niho materialu
a materialu adsorbujiciho narazy z okolniho prostfedi (Necas, a dalsi, 2008). Dale

w1

se vysokomolekularni ~ HA  vyznaCuje  anti-angiogennimi,  protizanétlivymi
HA je spojena s receptorem CD44. Tyto ucinky zavisi na délce hyaluronového fetézce
a schopnosti propojeni vétSiho poctu molekul CD44 na povrchu bunky. Prostfednictvim
pokust s izolovanymi molekulami CD44 bylo zjisténo, Zze Spojeni né€kolika
receptorovych molekul CD44 je schopna pouze vysokomolekularni HA na rozdil

od nizkomolekularni, ktera tuto funkci nema. Na zakladé této odliSnosti je mozné
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vysvétlit schopnost vysokomolekularni HA podilet se na modulaci protizanétlivych
procest, podporovat klidovy stav bun¢k a integritu tkani (Bollyky, a dalsi, 2012).

Nizkomolekuldrni HA hraje roli v tad¢ fyziologickych a patologickych dé&ju,
vyznamné se podili na bunéfné adhezi, migraci a proliferaci, a navic zasahuje
do procesu zanétu, angiogeneze a tumorigeneze. Ukazalo se, Ze Velmi citlivym
ukazatelem zanétlivych stavii je velikost molekuly HA. Zatimco ve zdravé tkani
je charakteristicka pfitomnost vysokomolekularni HA o molekulové hmotnosti vyssi
nez 1000 kDa, pii poSkozeni tkan¢ dochéazi pisobenim endogennich a mikrobialnich
hyaluronidéz, mechanickych vlivii a oxidativniho stresu k degradaci vysokomolekularni
HA anaslednému hromadéni nizkomolekuldrni HA o molekulové hmotnosti nizsi
nez 250 kDa a kratkych HA oligomerd o molekulové hmotnosti pod 30 kDa
(Bollyky, a dalsi, 2012). V pocate¢ni fazi zanétu vznika nizkomolekularni HA tvofena
2 1000-1250 sacharidovych jednotek, ktera podporuje vznik prozanétlivych cytokint
s chemotaktickym uc¢inkem a napomaha migraci monocyti a leukocyt z periferni krve
do mista poskozeni. Béhem reparacniho procesu dochézi k postupnému odstranovani
nizkomolekuldrni HA a k novotvorb¢ pojivovych tkani a krevnich kapilar. Na obnovée
tkani a angiogenezi se vyznamné podileji oligomery HA tvoiené 6-20 sacharidovymi
jednotkami, které zlepSuji proliferaci a migraci endotelialnich bunék, podporuji
proliferaci fibroblasti a zvySuji syntézu kolagenu. Angiogeneze se také vyznamné
uplatiiuje béhem nadorového procesu. Vznik krevnich cév zajistuje nadoru dostatecny
pfisun zivin a kysliku a tim umoznuje nartist nadorové masy a tvorbu metastaz.
Oligomery HA produkované nadorovymi bunikami mohou pisobit piimym
angiogennim u¢inkem nebo mohou zvySovat expresi nékterych dalSich angiogennich
faktori jako napt. matrixmetaloprotedz. Nové poznatky poukazuji na moznou souvislost
mezi invazi nadoru a proteolytickym S$té€penim receptoru CD44 na jeho povrchu.
Aktivni  produkce hyaluroniddz zplsobuje vznik fragmenti HA tvofenych
10-40 sacharidovymi jednotkami, které podporuji vlastni Stépeni receptoru CD44
avedou K naruSeni signalnich drah mezi nadorovou buikou a extracelularni matrix.
Vysledkem je neregulovand bunééna proliferace a progrese nadoru (Stern, a dalsi,
2006).
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3.4 Syntéza HA

HA je neustdle syntetizovana a uvoliiovana fibroblasty, keratinocyty,
chondrocyty a dalSimi specializovanymi buiikami ECM. Na rozdil od vétSiny
glykosaminoglykanti, které jsou syntetizovany v Golgiho aparatu, dochazi k jeji syntéze
na vnitini stran¢ cytoplasmatické membrany. Hyaluronan syntaza (HAS) je integralni
membranovy protein syntetizujici linedrni polymerovy fetézec postupnym piipojovanim
kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu. U ¢loveéka byly popsany tii isoformy
hyaluronan syntazy - HAS-1, HAS-2 a HAS-3. Tyto isoformy se vzajemné lisi svymi
kinetickymi vlastnostmi a délkou vznikajiciho hyaluronového fetézce. Béhem syntézy
dochazi  k postupnému  protlacovani  rostouciho fetézce skrze membranu
do extracelularniho prostoru, kde mize vytvaiet komplexy s proteiny (Sadowitz, a dalsi,
2011; Spicer, a dalsi, 1998).

3.5 Degradace HA

Obrat HA v tkanich obratlovcid je velmi vysoky. Té&lo dospélého cloveéka
obsahuje okolo 15 g HA, pfi¢emz denn¢ podléha preméné okolo 5g. Biologicky polocas
HA v krevnim fecisti se pohybuje okolo 2 az 5 minut. Biodegradace hyaluronanu
je pfevazné enzymaticky proces probihajici za ucasti hyaluronidaz (Stern, 2000). Blizsi
studium katabolismu HA odhalilo tii odlisné degrada¢ni drahy. Prvni zpisob zahrnuje
lokalni buné¢nou degradaci, pti niz se uplatiuji receptory CD44 a RHAMM (receptor
HA zprostfedkovavajici motilitu). Béhem tohoto procesu jsou vysokomolekularni
polymery HA z extracelularni matrix pfipojeny k povrchu bunky za casti receptoru
CD44 aenzymu HYAL2. HYAL?2 zahajuje st€peni HA za vzniku fragmentti o velikosti
20 kDa tvofenych piiblizné z 50 disacharidovych jednotek. Nasledné jsou tyto
fragmenty pohlceny buikou za tvorby endozomi, které se spojuji s lysozomy.
V lysozomech degradace HA pokracuje pomoci enzymu HYALL. HYALL stépi
hyaluronové fragmenty za vzniku tetrasacharidu, které jsou dale degradovany pomoci
B-exoglukosidaz az na jednotlivé monosacharidy (Stern, a dalsi, 2006; Sliva, a dalsi,
2009). Druha degradaéni cesta probiha na trovni tkani, zahrnuje uvolnéni
HA z extracelularni matrix do lymfatického a cévniho systému, jeji vychytavani
receptorove zprosttedkovanym mechanismem a nasledné rozlozeni v jatrech, ledvinach
a pravdépodobné také v slezing. Dllezitymi receptory Ucastnici se tohoto procesu jsou

HARE (receptor HA pro endocytozu), LYVE-1 (endotelidlni receptor
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HA v lymfatickych cévach) a layilin. Posledni moznosti degradace je neenzymatické
Stépeni HA pomoci volnych radikald vznikajicich béhem oxidativnich procesi (Stern,

a dalgi, 2006).

3.6 Enzymaticka degradace

Sav¢i hyaluronidazy patii mezi hyaluronoglukosaminidazy (EC 3.2.1.35), které
hydrolyticky stépi B(1—4) vazbu mezi N-acetyl-D-glukosaminem a D-glukuronovou
kyselinou. Piestoze ziskaly své jméno od schopnosti §tépit HA, neni HA jejich jedinym
substratem, uplatiuji se také pii degradaci dalsich latek jako je chondroitin
a chondroitin  sulfat. Pro kmen krouzkovct je charakteristickd piitomnost
hyaluronoglukuronidaz (EC 3.2.1.36), které hydrolyticky stépi B(1—3) glykosidické
vazby. U nékterych bakterii jako napiiklad Staphylococcus aureus, Staphylococcus
pyogenes a Clostridium perfringens se vyskytuji hyaluronat lyazy (EC 4.2.2.1), které
napomahaji Sifeni bakterialni infekce hostitelskymi tkanémi a znesnadiuji jejich
rozpozndni imunitnim systémem. Tyto enzymy $tépi HA na principu eliminacni reakce

za vzniku dvojné vazby (IUBMB Enzyme Nomenclature, Stern, 2000).

U cloveéka bylo identifikovano Sest rGznych hyaluroniddz HYAL 1, HYALZ2,
HYAL3, HYAL4, PH20 a HYALP1l. Geny kédujici enzymy HYALI, HYAL2
aHYAL3 lezi na kratkém raménku chromozomu 3 (3p21.3). HYAL]1 a HYAL2
predstavuji hlavni enzymy podilejici se na katabolismu HA, mohou fungovat nezavisle
na sob& nebo muze byt jejich ¢innost vzajemné koordinovana, nicméné aktivita obou
enzymi je neodmyslitelné spojena s receptorem CD44. HYAL2 je pfipojena pomoci
glykosylphosphatidylinositolové kotvy k vnéjSimu povrchu cytoplasmatické membrany
a zahajuje Sté€peni vysokomolekularni HA z ECM. HYALZ2 je pfitomna téméf ve vSech
tkani kromé mozku, ma mnohem niz8i hyaluroniddzovou aktivitu ve srovnani s HYAL1
a jeji pH optimum se pohybuje okolo pH 4. HYALI je lysozomalni enzym §tépici HA,
ktera byla internalizovana do buiiky za vzniku disacharidil a tetrasacharidii. Je pfitomna
predevs§im v parenchymat6znich organech, jako jsou jatra, ledviny, slezina a srdce, dale
byla také identifikovana v lidské plasmé a moci. Mutace genu kodujiciho HYALLI jsou
spojené s mukopolisacharidézou typu IX. HYAL3 je nejvyraznéji exprimovana
ve varlatech a kostni dfeni. Funkce tohoto enzymu nebyla dosud zcela objasnéna (Stern,

2007; Noble, a dalsi, 2011).
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Vyznamem sav¢ich hyaluroniddz se podrobné zabyvaly studie zkoumajici
odchylky u mysi deficientnich v genech pro jednotlivé druhy hyaluronidaz. Bylo
prokdzano, ze u  HYALI deficientnich mys$i dochazelo k pomalému rozvoji
osteoartritidy bez vyrazného zvyseni plasmatické nebo tkanové hladiny HA, u HYALZ2
deficientnich mysi se objevily skeletdlni a hematologické anomalie provazené
az desetindsobnym zvySenim hladiny HA v plasmé. U HYAL3 deficientnich mysi
nebyly objeveny zadné vyrazné zmény ve fenotypovém projevu. Sérové hladiny
HA, histologické vysetieni kloubt a jednotlivych organi nevykazovaly podstatné;jsi
rozdily. Tyto vysledky naznacuji, ze HYAL3 se nijak signifikantné nepodili
na degradaci HA (Duterme, a dalsi, 2009).

Geny koédujici enzymy HYAL4, PH-20 a HYALP1 jsou lokalizovany
na dlouhém raménku chromozomu 7 (7931.3). HYALPI je kodovana pseudogenem,
ktery obsahuje atypicky stop kodon zptsobujici, Ze u ¢lovéka nedochazi k produkci
aktivniho enzymu. HYAL4 vykazuje vysokou substratovou specifitu k chondroitin
sulfatu, naopak HA Stépi jen velmi obtizné. Jednd se o prvni chondroitin sulfat
hydrolazu identifikovanou v tkani obratlovc. Schopnost S$tépit chondroitin sulfat
je pozorovana i u n¢kterych dal$ich hyaluronidaz, jako je HYALL and PH-20, ale tyto
enzymy degraduji chondroitin sulfat ve srovnani s HA vyrazné pomaleji (Stern, 2000;
Csoka, a dalsi, 2001).

PH-20 je znama také pod nazvem SPAML1 (sperm adhesion molecule 1). Tento
enzym ma vyznamnou roli b&hem oplozeni, pfi pronikani spermie vrstvami
obklopujicimi oocyt. PH-20 je pfipojena pomoci glykosylphosphatidylinositolové kotvy
k bunécnému povrchu spermie a k vnitini akrozomalni membrané. Pti pronikani
spermie mezi folikularni buniky corona radiata se PH-20 uplatiuje jako hydrolyticky
enzym lokaln¢ degradujici extracelularni matrix bohatou na HA. V okamziku kontaktu
spermie se zonou pellucidou PH-20 zprostfedkovava bunécnou signalizaci vedouci
K nardstu intracelularniho vapniku v cytoplazmé spermie. Samotny narust
intracelularniho vapniku neni dostate¢ny k vyvolani akrosomalni reakce, ale mize plnit
synergistickou funkci s glykoproteiny zona pellucida, které napomahaji uvolnéni
proteolytickych enzymut z akrosomu a usnadiuji prostup spermie k bunééné membrané
oocytu. Pomoci velmi citlivych metod bylo zjisténo, ze PH-20 neni specificka pouze
pro spermie, ale byla také detekovana v Zenském pohlavnim traktu, v prsni tkani,
placenté, v tkani plodu, a také u nékterych zhoubnych nadora (Stern, 2000; Cherr,
a dalsi, 2001).
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3.7 Hyaladheriny

Hyaladheriny jsou heterogenni skupina proteinti vyznacujici se schopnosti
vazat HA. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce fadime CD44, RHAMM, TSG-6, agrekan,
LYVE]1, HARE a nékteré¢ dalsi. Na zéklad¢ jejich lokalizace je muzeme rozdélit
na proteiny nachazejici se intracelularné, na povrchu bunék nebo v extracelularni matrix

(Obrazek 2) (Noble, a dalsi, 2011).

HYALADHERINS

Itinerant Proteins Transmembrane ECM Proteins
~cded? Proteins =versican
*p68 (gelgR) =CD44 Family hyaluronectin
~RHAMM =link protein
*HBP saggrecan
{hepatocyte binding “neurocan
proiein) =brevican
-fibrinogen
T —

Obrazek 2 Rozdéleni proteinti vazajicich HA podle intracelularni nebo extracelularni
lokalizace (pfevzato z Tolg, a dalsi, 2004).

U vétsiny hyaladherinti se objevuje obdobna strukturalni doména zodpovédna
za vazbu HA, jedna se o strukturu tvofenou ptiblizné ze 100 aminokyselin oznacovanou
také jako tzv. link module. Tato spojovaci doména byla poprvé popsana u vazebného
proteinu (link proteinu), ktery se podili na stabilizaci proteoglykanovych agregatl
Vv kloubni chrupavce. Podobny strukturalni motiv byl objeven v Gl-doméné
proteoglykant chondroitin sulfatu, agrekanu, versikanu, neurokanu a brevikanu,
nachazejicich se jako stavebni slozka v nékterych tkanich naptf. mozku, kizi nebo
krevnich cévach. Nejlépe prostudovana byla prostorova struktura vazebné domény
uTSG-6 (tumor necrosis factor-stimulated gene-6). Pomoci NMR bylo zjisténo,
7e je sloZzena ze dvou o-helixt a tfech antiparalelné uspotfadanych B-skladanych listi.
Tento model byl nasledné pouzit jako vzorova piedloha i pro ostatni zastupce

hyaladherini (Day, 2001).
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3.7.1 CD44

CD44 je hlavnim receptorem schopnym vazat HA, vyskytuje se na celé tad¢
bunék a krom¢ HA muze interagovat i s dalsimi molekulami, jako je kolagen,
fibronektin, osteopontin, nékteré ristové faktory nebo matrix metaloproteinazy (MMPS)
(Misra, a dal$i, 2011). Tento receptor se podili na fadé¢ dilezitych funkci zahrnujici
bunécnou adhezi a migraci, transdukci signalu mezi bunkou a extracelularni matrix,
regulaci apoptdzy a zejména receptorové zprosttedkovanou internalizaci HA (Knudson,
a dalsi, 2004b).

CD44 patii mezi transmembranové glykoproteiny tvoiené ¢tyfmi funkénimi
doménami. Distalni C¢ast extraceluldrni domény sestavd ze 100 aminokyselin,
za stabilizaci toho aminokyselinového fetézce zodpovidaji tii disulfidické vazby mezi
cysteiny. Dilezitym mistem umoziujicim navazani HA je uskupeni ¢tyt bazickych
aminokyselin (Arg-41, Tyr-42, Arg-78, Tyr-79). Proximalni ¢ast extracelularni domény
ptedstavuje primarni misto alternativniho sestiihu CD44 mRNA, které vede k produkci
riznych izoforem proteinu CD44. V zavislosti na typu bunék muze byt tato Cast
substituovana postrannimi fetézci chondroitin sulfitu nebo heparan sulfatu.
Transmembranova doména je slozena z 22 aminokyselin, prostupuje jedenkrat
cytoplasmatickou membranou a pravdépodobné zodpovida za interakci CD44
S tzv. lipidovymi rafty, které tvofi mikrodomény v cytoplasmatické membrané
avyznacuji se vysokym obsahem cholesterolu, sfingolipidi a  glykolipidu.
Cytoplasmaticka doména je u vétSiny izoforem CD44 tvotena ze 72 aminokyselin,
obsahuje potencidlni mista pro fosforylaci serinu, SH3 doménu a n€kolik strukturalnich
motivli umoziujicich propojeni receptoru CD44 s cytoskeletalnim systémem bunky

za Ucasti intracelularnich proteinti (Knudson, a dalsi, 2004b).

S ohledem na vazbu HA existuje protein CD44 ve tiech zakladnich stavech:
nevazajici HA, nevazajici HA pokud nedojde k aktivaci prostfednictvim fyziologickych
podnétt a konstitutivné vazajici HA (Misra, a dalsi, 2011). U jadernych krevnich bunék,
stejné¢ jako u embryondlnich, endotelidlnich nebo nddorovych bunék je neobsazeny
receptor CD44 aktivovan navazanim HA, ¢imz dochazi k extracelularnimu seskupeni
receptori CD44 (Obrazek 3). Tento proces vede K intracelularnim déjim zahrnujicim
aktivaci tyrosinkinaz, jako jsou Src kindza a Rho kinaza, které umoznuji aktivaci

dalSich signalnich molekul a zesiluji propojeni CD44 s cytoskeletdlnim systémem
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buiky. Ve tkénich, kde je HA vSudyptitomna, pfedstavuji klidovy stav bunék receptory
CD44 seskupené a obsazené vysokomolekularnimi fetézci HA. Pro tyto buiky
je transdukce signalu zahajena narusenim interakce mezi CD44 a HA, coZ se projevi
uvolnénim shlukovani CD44. Tento proces muliZze nastat béhem enzymatické degradace
HA, v ptitomnosti rozpustného CD44 nebo malych hyaluronovych oligosacharidi, které
konkuruji vysokomolekularni HA pii vazbé na receptor CD44. Interakce mezi CD44
a HA mohou vyznamné¢ ovliviiovat pfezivani bun€k a jejich citlivost k apoptéze. Bylo
zjisténo, ze ptidani hyaluronovych oligosacharidi k bunéénym kulturam vede
k produkci  oxidu dusnatého. Oxid dusnaty zpisobuje naruseni regulace
phosphatidylinositol-3 kinazy a napomaha aktivaci apoptotickyh drah (Knudson,
a dalsi, 2004a; Knudson, a dalsi, 2004b).

neobsazené aktivace receptoru CD 44

receptory CD 44 . - hyaluronové Fetézc\ x ( "

\ X :-'* Pz,
\\%‘y,~

¥ ‘ (¢ - N ‘ ~

o

Obrazek 3 Aktivace receptoru CD44 navazanim HA (pfevzato z Knudson, a dalsi,
200443).

3.7.2 RHAMM

RHAMM (receptor HA zprosttedkovavajici motilitu) je také znam pod nazvem
IHABP (intracelularni protein vazajici HA) a na zaklad¢é CD Kklasifikace ziskal oznaceni
CD168. Tento receptor patii mezi atypické hyaladheriny, které jsou lokalizovany jednak
intracelularng, jednak jsou extracelularné pfipojené k bunéénému povrchu (Tolg,
a dalsi, 2004). RHAMM je spirdlovité¢ stoCeny protein obsahujici na karboxylovém
konci aminokyselinovou sekvenci bohatou na bazické aminokyseliny, ktera zodpovida
za vazbu HA. Tato sekvence obsahuje tzv. B(X);B motiv, kde B predstavuje bazické
aminokyseliny lysin nebo arginin, které jsou oddéleny sedmi jinymi aminokyselinami
(Yang, a dalsi, 1994). Extracelularni RHAMM byl detekovan na fad¢ bunék, jako jsou
fibroblasty, endotelialni bunky, B- a T-lymfocyty a na nékterych nadorovych buikach.

Hlavni funkci této formy RHAMM je zprostfedkovani bunécné adheze a motility.
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Navazani HA vede k spusténi signalizac¢nich drah zahrnujici aktivaci tyrozinkinaz,
zejména src a FAK (focal adhesion kinase), které hraji dilezitou roli v organizaci
cytoskeletonu a pravdépodobné jsou schopny vyvolat piestavbu vlaken aktinu a podilet
se na bunécné motilité¢ (Assmann, a dalsi, 1999; Tolg, a dalsi, 2004). Intracelularni
RHAMM se nachazi v rtiznych bunéénych kompartmentech, jako je cytosol, jadro,
cytoskeleton a centrozom. RHAMM lokalizovany v centrozomu se podili na stabilizaci
mikrotubult, tvorbé d¢liciho vieténka a prostfednictvim interakce s dyneinem

napomaha pohybu latek a organel uvnitt buniky (Slevin, a dalsi, 2007).
3.7.3 HARE

HARE (receptor HA pro endocytozu), také znamy jako stabilin-2, se nachazi
na sinusoidalnich endotelidlnich bunkach jater, sleziny a lymfatickych uzlin.
Rozlisujeme dvé izoformy, které se od sebe 1isi svoji molekulovou hmotnosti, vétsi
izoforma o molekulové hmotnosti 315 kDa a mensi izoforma o molekulové hmotnosti
190 kDa. Zastoupeni obou izoforem je rozdilné Vv rtuznych tkénich. Glykosylovana
mensi izoforma je vice zastoupena na bufikach jater a interaguje u¢innéji s mensimi
molekulami HA, vétsi izoforma je pocetnéji zastoupena na bunkach sleziny
a lymfatickych uzlin a interaguje ochotnéji s vysokomolekularni HA. Hlavni funkci
receptoru HARE je zprostifedkovat vychytavani HA z krevniho a lymfatického systému
prostiednictvim endocytézy. Nasledné¢ je buinkou internalizovana HA pfenesena

do lysozomt, kde podléha enzymatické degradaci (Lepperdinger, a dalsi, 2004).
3.7.4 LYVE-1

LYVE-1 (endotelialni receptor HA v lymfatickych cévach) je blizce ptibuzny
s CD44, nachazi se primarné na lymfatickych endotelialnich bunikach, dale je pfitomny
na sinusoidalnich endotelidlnich buiikdch jater a sleziny a nékterych formach
aktivovanych makrofagi. Obdobné jako HARE zodpovidd LYVE-1 za odstranovani
HA z lymfatického systému. Ve srovnani s HARE je rychlost pfijmu HA pomoci
LYVE-1 vyrazn¢ pomalejsi, proto se usuzuje, ze LYVE-1 ma v lymfatickém systému
spise ulohu koreceptoru nez hlavniho receptoru, pfipadn¢ mize plnit i dalsi funkce

pii zprostiedkovani bunééné adheze a migrace (Lepperdinger, a dalsi, 2004).
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3.8 Klinické vyuziti HA

Kyselina hyaluronova byla objevena v roce 1934 Karlem Meyerem a Johnem
Palmerem. Své jméno ziskala spojenim slova feckého ptivodu hyalos oznacujici sklo
anazvu uronova kyselina (Necas, a dalsi, 2008). Nejprve se HA vyrabé¢la extrakci
z zivocisnych tkani, pfedevS$im z kohoutich hiebinkl, ze sklivce skotu a lidského
pupecniku. Tyto metody izolace jsou Casové naroc¢né, drahé a malo vytézné, navic
pouziti tkani zivociSného puvodu sebou nese znaéné etické problémy. V 80. letech
se pro prumyslové ucely zacala postupné vyuzivat HA produkovana nékterymi druhy
mikroorganismuil. Prvnimi komer¢né vyuzivanymi druhy bakterii se stali Streptococcus
zooepidemicus a Streptococcus equi, u kterych se pfirozené¢ vyskytuje enzym
hyaluronan syntdza vytvéfejici okolo bakterie polysacharidové pouzdro tvotrené
pfevazné HA. Bakteridlni fermentaci vznikd vysokomolekularni HA o priamérné
molekulové hmotnosti 1-2 MDa, kterd je nasledné purifikovana, tak aby doslo
K odstranéni bakterialnich toxini a pyrogent. DalSimi potencialnimi kandidaty
pro prumyslovou vyrobu HA jsou geneticky modifikované bakterialni kmeny. Ballicus
subtilis je v pramyslu Siroce vyuzivan K ziskavani produkti hydrolytickych enzymu.
Tento druh byl geneticky upraven vnesenim genu hasA izolovaného ze Streptococcus
equisimilis. Bacillus subtilis je povazovan za bezpeény bakterialni kmen, ktery netvoii
pro pacienta nebezpe¢né exotoxiny a endotoxiny, ani neprodukuje hyaluronidazy, které
by mohly degradovat nasyntetizovanou HA, navic jeho velkou vyhodou je snadna
kultivovatelnost v primyslovém méftitku (Kogan, a dalsi, 2006; Schiraldi, a dalsi,
2010).

V mediciné je HA pouzivana nejen ve své piirozené se vyskytujici linearni
form¢, ale v mnoha piipadech jsou hyaluronové fetézce upravovany pomoci
chemickych modifikaci nebo zesitovacich reakci. Pii zesitovani dochéazi k tvorbé
kovalentnich vazeb mezi hyaluronovymi fetézci za vzniku trojrozmérnych siti. Tyto
produkty jsou oznaCovany jako hydrogely a vyznacuji se lep$imi mechanickymi
vlastnostmi a vyssi odolnosti vii¢i chemické a enzymatické hydrolyze. Hlavnim cilem
chemickych derivatizacnich reakci jsou karboxylové a hydroxylové skupiny.
Pfedpokladd se, ze nejsnadnéji reaguji hydroxylové skupiny umisténé na uhliku
C6 N-acetyl-D-glukosaminu. Vyuzity mohou byt také aminoskupiny po piedchozim
odstranéni acetylové skupiny (Schanté, a dalsi, 2011; Schiraldi, a dalsi, 2010).
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Prvni ve vod¢ nerozpustné zesitované derivaty HA byly vyvinuty v 80. letech
a ziskaly oznaceni hylan gely. Hylan B gel wvznikd reakci divinylsulfonu
S hydroxylovymi skupinami HA v alkalickém prostiedi. Gelové Castice jsou vysoce
stabilni a elastické, diky ¢emuz mohou byt aplikovany tenkou jehlou do mékkych tkani
a zveétSovat nebo vypliovat potiebné prostory. Na rozdil od ptirodniho HA pfetrvavaji
V misté podani az 12 mésicd, pricemz si zachovavaji vysokou biokompabilitu v lidském
organismu. Bézn¢ se vyuzivaji v plastické chirurgii, pii 1é¢bé kloubnich degenerativnich
onemocnéni nebo k prevenci nezddoucich pooperacnich srastd po chirurgickych

zakrocich (Balazs, 2004).
3.8.1 Vyuziti HA v oftalmologii

HA se ptirozené vyskytuje v lidském oku, nachazi se ve sklivei, v epitelu
rohovky, ve spojivkach a slznych zlazach. Z hlediska oftalmologie ma HA dilezitou
roli v procesu hojeni, vyznamn¢ ovliviiuje migraci epitelialnich bun€k rohovky, a navic
plsobi proti oxidativnimu poSkozeni bunck zplsobenému volnymi radikaly. Jednim
Z nejpouzivangjSich ptipravktl v oénim Iékatstvi je Healon, jednad se o viskoelasticky
fyziologicky roztok 1% hyaluronatu sodného, ktery byl vyvinut jako néhrada sklivce
pti o¢nich operacich. Jeho unikatnich vlastnosti je vyuzivano hlavné k ochrané jemnych
tkani oka pfed mechanickym poskozenim béhem operace $edého zakalu, transplantace
rohovky nebo implantace nitroo¢ni Cocky. HA je také pfidavana do ocnich kapek
aroztokl urcenych k 1écbé syndromu suchych oc¢i. Na trhu jsou nejnovéji dostupné
kontaktni co€ky obohacené o HA, kterd na povrchu oka vytvari rovnomérny zvlh¢ujici
film zajistujici dostate¢nou hydrataci a zlepSujici pohodli noSeni kontaktnich ¢ocek

(Schiraldi, a dalsi, 2010; Rah, 2011).
3.8.2 Vyuziti HA v kosmetologii a plastické chirurgii

Béhem procesu starnuti a pti dlouhodobém vystavovani slune¢nimu zafeni dochazi
K postupné degradaci HA v kuazi, ktera tvoii az polovinu celkového mnoZstvi
HA v lidském organismu. HA se podili na udrZzovani kozni homeostazy, hraje dulezitou
roli ve stimulaci migrace a proliferace epidermalnich bunék. Velké mnozstvi
kosmetickych piipravkli obsahuje HA pro jeji hygroskopické uCinky. HA vytvafi
na pokozce zvlacnujici hydrata¢ni vrstvu, obnovuje kozni elasticitu a chrani pied

Skodlivym ucinkem UV zafeni. Pro korekci hlubSich vrasek a jizev je efektivngjsi
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aplikovat HA intradermalné ve form¢ gell, které maji trvalejsi u€inky nez kolagenové
preparaty. Mezi nejpouzivanéjsi vypliové materialy patii Restylane a Hylaform, znamy
také pod oznafenim hylan B gel. Zatimco Hylaform obsahuje HA pfipravovanou
extrakci z kufecich hiebinkti, Restylane je vyrabén z HA ziskavané bakterialni
fermentaci a reagujici s 1,4-butandioldiglycidyl etherem. Podani obou preparati muze
vést ke vzniku kozniho podrazdéni v disledku pfitomnosti proteinovych residui.
Vyrobcem je deklarovan niz8§i obsah ZivoéiSnych proteini u  bakteridlni
HA, ve skute¢nosti ale bylo zjisténo, Ze tyto preparaty obsahuji vysoké mnozstvi
bilkovin z fermentacniho média, které taktéz mohou vést K alergickym reakcim

(Kogan, a dalsi, 2006; Schiraldi, a dalsi, 2010).
3.8.3 Vyuziti HA v revmatologii

HA je pfitomna v kloubni chrupavce jako soucast velkych proteoglykanovym
komplexti, které umoziuji reverzibilni stlaceni chrupavky a napomahaji tlumeni otiesti
pochdzejicich  z okolniho  prostiedi.  Hyaluronové  fetézce jsou  spolecné
s chondroitinsulfatem a keratansulfatem navazany na osovou strukturu proteoglykanu
agrekanu. Vyziva kloubni chrupavky je zajisténa prostiednictvim synovialni tekutiny,
kterd obsahuje velké mnozstvi vysokomolekularni HA 0 molekulové hmotnosti
4-5MDa a koncentraci 2,5-2,7 g/l. Tato endogenni HA je aktivné produkovana
sinovialocyty vystélajici vnitini stranu kloubnich pouzder. Slozité hyaluronové sité
ovliviiujyi pohyblivost ostatnich sloZzek v kloubni tekutin€, vytvaii lubrikacni vrstvu

asnizuji vzajemné tfeni mezi plochami kloubli (Liillmann-Rauch, 2012; Dylevsky,
2009).

Mechanické vlastnosti synovidlni tekutiny prochdzi zménami béhem starnuti
avlivem nékterych revmatologickych onemocnéni. Pfi osteoartroze, nejcastéjSim
degenerativnim  postizeni kloubni chrupavky, dochazi ksniZzeni koncentrace
a molekulové hmotnosti HA. Pokles viskoelasticity vede Kk poskozeni vnitini vrstvy
kloubniho pouzdra a rychlejSimu opotiebovani kloubt, které se projevuje bolestivosti
a omezenou pohyblivosti. V 60. letech byla poprvé formulovana myslenka aplikovat
HA injekéné pfimo do postizeného kloubu a tim obnovit fyzikalné-chemické funkce
synovialni tekutiny. Nejprve se predpokladalo se, ze k zmirnéni symptomu osteoartrozy
je nutné podavat hyaluronové preparaty o molekulové hmotnosti vyssi nez u endogenni

HA, ale nasledné klinické studie potvrdily obdobné ucinky i1 u preparati s nizsi
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molekulovou hmotnosti v rozmezi 0,5-0,7 MDa. Polocas intraartikularn€¢ podané
HA se pohybuje jen okolo 17 hodin. Mechanismus uéinku je zalozen na obnové
reologickych  vlastnosti  synovidlni  tekutiny, stimulaci endogenni syntézy
bunc¢k atim snizovat jejich aktivitu a produkci prozénétlivych cytokinti, zaroven
se podili na inaktivaci reaktivnich forem kysliku a vazbou na receptory chondrocytt
zabranuje degradaci kloubni chrupavky. K zmirnéni pfiznaki osteoartrézy jsou
nejcastéji doporucovany l1écivé piipravky Hyalgan a Synvisc podavané ve formé
nitrokloubnich injekci. Hyalgan je ptirodni polymer slozeny z 1% roztoku hyaluronatu
sodného. Patfi mezi preparaty s niz§i molekulovou hmotnosti v rozmezi 500-730 kDa,
u kterych se spiSe uplatituji farmakologické tucinky pfed vlastnim mechanickym
pasobenim. Synvisc (Hylan G-F 20) je tvofen smé&si chemicky modifikovanych
hyaluronovych derivatl, rozpustného hylanu A a nerozpustného gelovitého hylanu B.
Diky vysokému obsahu hylanu A o molekulové hmotnosti 6 MDa ma tento pfipravek
obdobné vlastnosti jako synovidlni tekutina a déle setrvavd v misté aplikace pfiblizné
okolo 2-8 dni. Proto se také usuzuje, ze je vhodn&jsi pro obnovu mechanickych

vlastnosti a zvySeni viskozity kloubni tekutiny (Pavelka, 2005).
3.8.4 Vyuziti HA pri hojeni

HA se vyznacuje riznymi strukturdlnimi a regulacnimi funkcemi v pribéhu
hojeni akutnich a chronickych poranéni. V prvotni fazi poSkozeni dochazi k zvysSené
syntéze vysokomolekularni HA, ktera se vyznamné podili na obnov€ bunécné a tkanové
integrity. Tato HA vytvaii polymerni opérnou sit’ a napomahé ptildkéni a zachyceni
bunck ucastnicich se pocatecni zanétlivé odpovédi. DlleZitym piedpokladem hojivého
procesu je odstranéni odumielého a cizorodého materidlu ze zanétlivého loziska
prosttednictvim fagocytd. V disledku aktivni produkce hyaluroniddz dochazi
Kk postupné degradaci vysokomolekularni HA za vzniku degradaénich produktt, které
ovliviuji dalsi faze reparac¢niho procesu, jako je formovani granulac¢ni tkang, tvorba
krevnich kapilar, reepitelizace a nasledna remodelace. V posledni dobé se rozsitilo
pouziti l1éCivych piipravkd na bazi hyaluronatu sodného Kk 1é¢bé Spatné se hojicich
chronickych defektd, jako jsou napt. diabetické defekty nebo bércové viedy. Bylo
prokazano, ze mistné podavané hyaluronové preparaty urychluji hojeni a snizuji

ukladani kolagenu, ¢imz eliminuji tvorbu jizev (Burd, 2004; Slonkova, a dalsi, 2010).
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S procesem hojenim tzce souvisi pouziti HA v tkanovém inZenyrstvi. Jedny
Z nejprostudovanéjSich materiala jsou derivaty HA pfipravované prostiednictvim
esterifika¢nich reakci. Nejcastéji se jedna o etyl a benzyl estery hyaluronanu, znamé
také pod oznacenim HYAFF, které se obvykle vyuzivaji k vyrobé membran, vlaken
nebo nosica uréenych pro fizené uvoliovani 1é¢iv. Stupen esterifikace téchto derivati
vyznamné ovlivituje jejich vyslednou pevnost, rozpustnost ve vode a délku pretrvavani
V lidském organismu. HY AFF materidly se obecn¢ vyznacuji velmi dobrou biologickou
odbouratelnosti, diky této vlastnosti mohou byt pouzity k vyrob¢ scaffoldi v tkafiovém
inzenyrstvi. Ukolem scaffoldu je vytvofit podptrnou polymerni sit, ktera je osazena
vhodnymi buitkami nebo bioaktivnimi molekulami a napoméha obnov¢ a regeneraci
poskozenych tkani. Struktura polymerniho nosi¢e pfipomina architekturu ECM
a vytvari vhodné prostifedi pro proliferaci a diferenciaci bunck. Zaroven je dilezité
zajistit poérovitost téchto materiald, tak aby dochéazelo k snadnému transportu Zivin
a odstranovani odpadnich latek (Schiraldi, a dalsi, 2010; Burd, 2004). V regenerativni
mediciné se bézn€ vyuzivd kombinace HYAFF materiala s autolognimi chondrocyty
pti lécbe tézkych kloubnich defektl, pfipadné kombinace s autolognimi fibroblasty
nebo keratinocyty v terapii popalenin a hlubokych koznich poranéni (Vindigni, a dalsi,
2009).
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3.9 Analyza HA

3.9.1 Separace a purifikace HA

Gelova permeacni chromatografie (GPC), iontovyménna chromatografie (IEC)
nebo chromatografie na reverznich fazich s pouzitim iontovych parovych ¢inidel
(RPIP HPLC) jsou jedny z nejcastéji pouzivanych metod separace a purifikace
oligosacharidi hyaluronanu (OHA). GPC umoziuje separaci OHA podle velikosti
molekul na principu rozdélovani analytu mezi mobilni fazi a stacionarni fazi tvofenou
porovitymi gelovymi ¢asticemi. V disledku hlubsiho pronikani do péru gelu jsou mensi
molekuly OHA na kolon¢ zadrzovany déle nez vétsi molekuly. Tato metoda umoznuje
rozseparovani nizSich OHA tvofenych 4-16 sacharidovymi jednotkami, pro vyssi OHA
(>18-sacharid) je patrna kiizova kontaminace mezi piky a ¢asto musi byt k rozdéleni

jednotlivych slozek smési pouZzito dalSich analytickych metod (Capila, a dalsi, 2004).

IEC je zalozena na principu vymény iontdl mezi mobilni fazi a stacionarni fazi
tvofenou iontoméni¢em. Pro analyzu OHA se béZzné pouzivaji iontomnénice obsahujici
bazické aminoskupiny, které jsou v prostiedi okyselené mobilni fize protonovany
a umoznuji vymeénu protiiontu nejéastéji OH™ za zdporné nabité molekuly OHA. Dalsi
vyuzivanou metodou =zalozenou na principu IEC je vysokoucinnd aniontova
chromatografie (HPAEC) urCend k separaci neutralnich a kyselych oligosacharidi.
HPAEC probihd za siln¢ alkalického pH, pii kterém OHA snadno podléhaji
degrada¢nim reakcim. Degradaci OHA je mozné zabranit ptidanim tetrahydroboritanu
zpusobujiciho redukci OHA na alditoly, které jsou vici alkalickému pH stabilng&jsi. Tato
metoda poskytuje nejlepsi rozliSeni u OHA tvofenych 6-12 sacharidovymi jednotkami.
Kombinaci GPC a HPAEC je mozné rozseparovat OHA az po 34-sacharid (Capila,
a dalsi, 2004).

RPIP HPLC je vyuZzivana piedevsim pfi analyze OHA v biologickych vzorcich,
napt. pfi separaci 4-sacharidi a 6-sacharidii vzniklych ptisobenim bakteridlnich
hyaluronidaz. Tato metoda je zalozena na pouziti reverzni faze C18. Separace OHA
probiha pfi pH 7,6, v gradientu acetonitrilu a v pfitomnosti iontového parového c¢inidla
hydroxidu tetrabutylamonného. K nasledné detekci jsou nejCastéji pouzivany
univerzalni refraktometrické detektory, spektrofotometrické detektory nebo pulzni

ampérometrické detektory (Capila, a dalsi, 2004).

25



3.9.2 Identifikace HA

Hmotnostni spektrometrie umoznuje velmi rychlou a ptesnou charakterizaci
sloucenin na zadklad¢ urceni jejich struktury a molekulové hmotnosti. Mezi nejcastéji
pouzivané metody identifikace OHA patii ESI-MS a MALDI-TOF MS. Ob¢ tyto
techniky se fadi mezi mékké zpusoby ionizace, které nevedou k rozsahlé fragmentaci
vychozi molekuly. Velkou vyhodou ESI je moznost on-line spojeni se separa¢nimi
metodami, predevsim vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a kapilarni
elektroforézou (CE). Naopak piednosti MALDI je vysoka tolerance K solim a pufrim
obsazenym ve vzorku. (Volpi, 2007)

3.9.2.1 ESI-MS

Ionizace elektrosprejem (ESI) patfi mezi ioniza¢ni techniky provadéné
za atmosférického tlaku. Pfi této metodé vznikaji ionty z molekul analytu na zakladé¢
pfijmuti nebo odejmuti protonu vodiku. U analyti o molekulové hmotnosti nizsi
nez 1000 Da dochézi k tvorb¢€ jednonasobné nabitych iontti, V pozitivnim moédu vznikaji
protonované molekuly [M+H]" a v negativnim modu deprotonované molekuly [M-HJ".
U analytti 0 molekulové hmotnosti vétsi nez 1000 Da se tvoii vicenasobné nabité ionty,
Vv pozitivnim moédu [M+nH]™ a v negativnim moédu [M-nH]™. V zavislosti na typu
pouzité mobilni fdze a zasoleni vzorku je mozné pozorovat vznik aduktovych iontil

s Na*, K*, NH;" nebo CI" (Waters, 2003).

Princip ESI je zaloZen na elektrochemickych procesech probihajicich na povrchu
kovové kapilary (Obrazek 4). Eluent z chromatografické kolony nebo analyt rozpustény
ve vhodném polarnim rozpoustédle je pomoci této kapilary piivadén do iontového
zdroje. Na konec kapilary je vkladano vysoké napéti v rozsahu 2-5 kV, podle polarity
vkladaného napéti dochazi k rozdéleni iontt v roztoku. Pfi praci v pozitivnim modu
je aplikované napéti kladné, anionty migruji k povrchu kapilary, kationty se pohybuji
smérem k menisku kapaliny, ktera vznika na konci sprejovaci kapilary a ma tvar tzv.
Taylorova kuZele. Za pomoci nebuliza¢niho plynu se z povrchu Taylorova kuzele
uvoliuji nabité kapky, které jsou vlivem silného elektrického pole unaseny smérem
k protilehlym elektroddm. Pusobenim desolvata¢niho plynu dochazi k postupnému
odpafovani rozpoustédla, zmensovani kapek a nartstu hustoty povrchového naboje.
V okamziku dosazeni tzv. Rayleighova limitu ptevladnou repulzni sily mezi naboji

a nasledkem je rozpad nabitych kapek na mensi kapicky oznacovany jako coulombicka
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exploze. Opakovanim tohoto procesu nakonec dochazi k uvolnéni iontti v plynné fazi,
které vstupuji z oblasti atmosférického tlaku do vakua a nasledné¢ do hmotnostniho
analyzatoru, kde dochazi k jejich rozd€leni podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)

(Manisali, a dalsi, 2006).
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Obrazek 4 ESI ionizace (pfevzato z Manisali, a dalsi, 2006).

Pro analyzu OHA obsahujicich karboxylové a hydroxylové skupiny se nejcastéji
vyuzivava analyza v negativnim modu. Volpi (2007) se ve své praci podrobné zabyva
separaci a identifikaci OHA v rozsahu 2- az 40-sacharidovych jednotek ziskanych
enzymatickou degradaci pomoci testikularni hyaluronidazy. Vyuzivad spojeni RPIP
HPLC s ESI-MS, pii niz dochazi ke vzniku vicenasobné nabitych iontd. Zatimco
pro 2- az 4-sacharid  je pozorovana  tvorba  jednondsobné¢  nabitych  iontd,
6- az 10-sacharid se vyznacuji vznikem dvojnasobné nabitych iontt, 12- az 18-sacharid
trojnasobné nabitych iontl, 20-az 30-sacharid ctyfndsobné nabitych iontl

a u 32- az 40-sacharidu pétindsobné nabitych iontd.

3.9.2.2 MALDI-TOF MS

MALDI nebo-li desorpce laserem za tucasti matrice je technika zaloZena
na ionizaci prostfednictvim laserového pulzu (Obrazek 5). Ve vétSiné dostupnych
pfistroju se vyuZziva pulsniho dusikového laseru generujiciho UV zéfeni o vlnové délce
337 nm. Aby nedochézelo k rozsahlé fragmentaci analytu, je vzorek analytu smisen
s nadbytkem vhodné matrice, v ptipadé OHA nejcastéji S 2,5-dihydroxybenzoovou
kyselinou nebo 2,4,6-trihydroxyacetofenonem. Vysledna smés je nanesena na MALDI
desticku, ktera je po usuSeni vloZzena do evakuovaného prostoru hmotnostniho
analyzatoru. Po vystaveni laserovému pulsu dochazi k absorpci energie molekulami

matrice a kK jejimu naslednému pienosu na molekuly analytu. Vysledkem je vznik
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jednonasobné nabitych iontd [M+H]" nebo [M-H] a jejich uvolnéni z povrchu MALDI
desticky. Desorbované ionty jsou pusobenim silného elektrického pole nasmérovany

do hmotnostniho analyzatoru (Kadl¢ik, a dalsi, 2002).
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extrakéni iontova

mrizka optika

Obrazek 5 MALDI ionizace (pfevzato z University of Bristol, 2004).

MALDI ve spojeni s TOF hmotnostnim spektrometrem je Siroce pouzivana
pfi analyze sacharidii. Metoda poskytuje kvalitativni informace o sloZeni komplexnich
sacharidovych smési, bohuzel neumoznuje jejich kvantitativni stanoveni. Diive nebylo
mozné tuto techniku pouzit pro analyzu velmi kyselych polysacharidd, jako je napf.
heparin. Tento problém byl vyfesen ptidavkem pozitivné nabitych peptida vytvatejicich
s polysacharidy neutralni komplex, ktery podléha snadnéjsi desorpci. U méné kyselych
OHA neni nutna pfediprava ani derivatizace vzorku pted vlastni analyzou (Capila,

a dalsi, 2004).
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Experimentalni cast
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4. Material a metody

4.1 Chemikalie

Kyselina mravenéi p.a., Sigma-Aldrich (Praha, Ceské republika)
Metanol HPLC, Lach-Ner (Neratovice, Ceské republika)
Amoniak, 25% vodny roztok p.a., Lach-Ner (Neratovice, Ceské republika)

Smés oligosacharidi hyaluronanu, pfipravena v laboratotich Contipro Pharma, a.s.
(Dolni Dobrou¢, Ceska republika)

Standardy oligosacharid hyaluronanu, pfipraveny Vv laboratotich Contipro Pharma, a.s.
(Dolni Dobroug, Ceska republika)

4.2 Pristroje

Autopurifikaéni LC-MS systém Waters (Milford Massachusetts, USA) skladajici
se z automatického davkovace a sbérace frakci (2767), Vvysokotlakého binarniho
Cerpadla (2445), make-up pumpy (515), UV/VIS detektoru (2489) a hmotnostniho
spektrometru SQ detector 2 (jednoduchy kvadrup6l, univerzalni iontovy zdroj

ZSpray™)

Analytické vahy, Mettler Toledo (Praha, Ceska republika)
Ttepacka, IKA™ (Staufen, Némecko)

Podminky HPLC analyzy pro analyticky méd:
chromatografickd kolona: Jupiter 4um Proteo 90 A, 250x4,6mm, Phenomenex
(Torrance, USA)

sloZzeni mobilni faze: A: 0,1% kyselina mravenci
B: metanol
gradient mobilni faze: ¢as (min) mobilni faze A (%)
0-2,5min 100% A
2,5-10 min zmeéna z 100% A na 80% A
10-17 min 80% A
17-18 min zména z 80% A na 30% A
pritok mobilni faze: 1 ml/min
objem nasttiku: 20
délka analyzy: 23 min
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Podminky HPLC analyzy pro preparativni mod:

chromatograficka kolona: Jupiter 4um Proteo 90 A, 250x21,2mm, Phenomenex
(Torrance, USA)

slozeni mobilni faze: A: 0,1% kyselina mravenci
B: metanol
slozeni eluentl pro
make-up pumpu: viz. text 4.3.5
gradient mobilni faze: ¢as (min) mobilni faze A (%)
0-2,5 min 100% A
2,5-15 min zména z 100% A na 80% A
15-25,5 min zména z 80% A na 5% A
25,5-30 min 5% A
30-30,7 min zména z 5% A na 100% A
pratok mobilni faze: 15,9 ml/min
objem nasttiku: 1ml
délka analyzy: 38 min

Podminky MS analyzy:

typ ionizace: ESI v negativnim a pozitivnim médu
napéti na kapilare: 3kv
napé&ti na sample cone’: 60 V

napéti na extraction cone: 3V
desolvatacni teplota: 250°C
teplota zdroje: 150°C
prutok desolvat. plynu: 650 I/h
pritok cone gas': 0l/n

* Uvedené anglické terminy jsou vSeobecné pouzivané v MS spektrometrii, a protoze nemaji vhodné

ekvivalenty v ¢eském jazyce, jsou ponechany v piivodnim znéni.

31



4.3 Priprava vzorki a roztoki

4.3.1 Priprava vzorkia OHA

Pro LC-MS analyzu v analytickém moédu byl pouzivan roztok vzorku
oligosacharidi hyaluronanu (OHA) o koncentraci 5 mg/ml, ktery byl pfipraven
navazenim 15 mg smési OHA na analytickych vahach a jejim naslednym rozpusténim

v 3 ml HPLC vody.

Pro LC-MS analyzu v preparativnim moédu byl pouzivan roztok vzorku
OHA o koncentraci 50 mg/ml, ktery byl pfipraven rozpusténim 1,49 smési OHA
v 28 ml HPLC vody. Pied vlastni analyzou byly vSechny roztoky vzorku piefiltrovany

ptes nylonové stiikackové filtry o priméru 13 mm a velikosti pord 0,22 pum.
4.3.2 Priprava kalibra¢nich roztoki OHA

Ze standardu 4-sacharidu, 6-sacharidu, 8-sacharidu a 10-sacharidu HA byly
pfipraveny zéasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml. Na analytickych vahach
bylo navazeno 3 mg piislusného standardu, ktery byl rozpustén ve 3 ml HPLC vody.
Tyto zasobni roztoky standardt byly nasledné fedény HPLC vodou, tak abychom
ziskali od kazdého standardu fadu kalibra¢nich roztokd 0 koncentracich 0,5; 0,25;

0,125; 0,0625; 0,0313; 0,0156; 0,0078 a 0,0039 mg/ml.
4.3.3 Priprava vzorki OHA pro zjisténi vytéZnosti

Pro zjisténi vytéznosti byly pouzZity roztoky standardi OHA o koncentraci
0,0313 mg/ml a 0,125 mg/ml. Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci
0,2 mg/ml rozpusténim 0,5 mg pfislusného standardu v 2,5 ml HPLC vody.
Koncentrace 0,0313 mg/ml byla ziskana smichanim 156 pl zasobniho roztoku
piislusného standardu s 844 ul HPLC vody. Koncentrace 0,125 mg/ml byla ziskana
smichanim 625 ul zasobniho roztoku pfislusného standardu s 375 ul HPLC vody.
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4.3.4 Priprava mobilnich fazi pro LC-MS analyzu OHA

0,1% kyselina mravenci byla pouzivana jako mobilni faze A. Tato mobilni faze
byla pfipravena tak, Ze do odmérné banky o objemu 5000 ml bylo nalito ptiblizné
2000 ml HPLC vody, nasledn¢ bylo ptidano 5ml kyseliny mravenci, obsah
byl promichan a doplnén po rysku HPLC vodou. HPLC voda byla piipravena filtraci
destilované vody ptes nylonové membranové filtry Nylaflo™ o priméru 47 mm

a velikosti pori 0,2 um.

100% metanol byl pouzivadn jako mobilni faze B. Tato mobilni faze byla
pfipravena pouze pielitim zakoupeného metanolu pro HPLC analyzu do sklenéné

duranové lahve 0 objemu 5000 ml.
4.3.5 Priprava eluentti pro make-up pumpu

Pii optimalizaci LC-MS analyzy OHA v preparativnim modu bylo pouzivano
sedm raznych eluentl, které byly pfivadény do systému pomoci make-up pumpy.

Kazdy z téchto roztokt byl piipraven o objemu 500 ml do sklenéné duranové lahve.

1. 0,1% kyselina mravenéi ve vodé byla pfipravena do odmérné baniky o objemu
500 ml, do které bylo nejprve nalito pfiblizn¢ 200 ml HPLC vody, nasledné bylo
piidano 0,5 ml kys. mravenci, obsah byl promichan a doplnén po rysku HPLC

vodou.

2. 0,1% kyselina mravenéi v metanolu byla piipravena do odmérné banky o objemu
500 ml, do které bylo nejprve nalito ptiblizn¢ 200 ml metanolu, nasledné bylo

pridano 0,5 ml kys. mravenci, obsah byl promichan a doplnén po rysku metanolem.

3. 0,1 % kyselina mravenci ve vod¢ : metanolu (v poméru 1:1) byla pfipravena tak,
7e do odmérné banky o objemu 250 ml bylo nalito pfiblizné 100 ml HPLC vody,
nasledné bylo pfidano 0,25 ml kys. mravenci, obsah byl promichdn a doplnén
po rysku HPLC vodou. Do druhé odmérné banky 0 objemu 250 ml byl pfipraven

metanol. Nasledn¢ byly oba roztoky smichany v poméru 1:1.

4. 100% metanol byl pfipraven pouze pielitim zakoupeného metanolu pro HPLC

analyzu do duranové ldhve.
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5. 0,1% amoniak ve vod¢ byl ptipraven do odmérné banky o objemu 500 ml, do které
bylo nejprve nalito piiblizné 200 ml HPLC vody, nasledné¢ byly piidany
2 ml 25% vodného roztoku amoniaku, obsah byl promichan a doplnén po rysku

HPLC vodou.

6. 0,1% amoniak v metanolu byl pfipraven do odmérné banky o objemu 500 ml,
do které bylo nejprve nalito piiblizné 200 ml metanolu, nasledné byly piidany
2 ml 25% vodného roztoku amoniaku, obsah byl promichan a doplnén po rysku

metanolem.

7. 0,1% amoniak ve vod¢ : metanolu (v poméru 1:1) byl ptipraven tak, Ze do odmérné
banky o objemu 250 ml bylo nalito pfiblizn¢ 100 ml HPLC vody, nasledné
byl ptidan 1 ml 25% vodného roztoku amoniaku, obsah byl promichan a doplnén
po rysku HPLC vodou. Do druhé odmérné baiky o objemu 250 ml byl pfipraven

metanol. Nasledné byly oba roztoky smichany v poméru 1:1.
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4.4 Metody a pracovni postupy

4.4.1 Separace OHA

Pro separaci oligosacharidi hyaluronanu (OHA) existuje cela fada metod, nami
pouzivana metoda byla vyvinuta pracovniky spole¢nosti Contipro Pharma, a.s., Dolni
Dobroué. Jedna se o separaci OHA pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie
na reverzni fazi C12 s pouzitim mobilnich fazi 0,1% kyseliny mravenc¢i a metanolu.
Tato metoda umoznuje rozdéleni OHA tvofenych 2-20 disacharidovymi jednotkami.
U nizsich OHA dochazi k separaci a- a -anomert, které patii mezi diastereocizomery
lisici se polohou hydroxylové skupiny na poloacetalovém uhliku. V roztoku se mezi
obéma anomery ustaluje rovnovaha, a proto je mozné v ptilozeném celkovém iontovém
chromatogramu (TIC, total ion chromatogram) (Obrazek 6) pozorovat dva retenéni ¢asy
pro kazdy oligosacharid az po 12-sacharid (reten¢ni ¢as pro 4-sacharid je u jednoho
anomeru 8,92 min a druhého 9,91 min; u 6-sacharidu 11,13 a 11,70 min; u 8-sacharidu
12,58 a 13,05 min; u 10-sacharidu 13,81 a 14,16 min).
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4-sach.
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Obrazek 6 TIC chromatogram LC-MS analyzy OHA s pouzitim kolony Jupiter Proteo.
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4.4.2 Optimalizace LC-MS analyzy OHA v analytickém maddu

Nasim cilem bylo optimalizovat podminky ionizace pti LC-MS analyze OHA
Vv analytickém modu. Pro pfevedeni neutralnich molekul OHA na ionty v plynné fazi
byla pouzivana technika ionizace elektrosprejem (ESI). Davkovano bylo 20 ul roztoku
smési OHA o koncentraci 5 mg/ml ve dvou po sob¢ jdoucich nastficich. V pribéhu
optimalizace byl sledovan vliv zmény parametrl iontového zdroje na intenzité a plose
pikt 4-sacharidu, 6-sacharidu, 8-sacharidu a 10-sacharidu HA. Nejprve byla provedena
optimalizace pro negativni mod, nasledné pro pozitivni moéd. Na  obrazku 7
je znazornéno schéma iontového zdroje, ktery je pouzivan v hmotnostnim spektrometru

SQ detector 2, Waters (Milford Massachusetts, USA).
Optimalizované parametry:

napéti na sample cone - v rozsahu 10-100 V po 10V

napéti na kapilafe - v rozsahu 2,5-4,5 kV po 0,5 kV
desolvataéni teplota - v rozsahu 200-650°C po 50°C

prutok desolvata¢niho plynu- v rozsahu 500-600 I/h po 50 I/h

pritok cone gas - v rozsahu 0-100 I/h po 20 I/h

11
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Obrizek 7 Schéma iontového zdroje ZSpray'” Waters/Micromass (prevzato z Waters,

2003). 36



Na zakladé¢ vypocitanych teoretickych hodnot m/z (viz. Prtiloha) byly
identifikovany jednotlivé piky v MS spektrech patfici OHA (Obrazek 8, Obrazek 9).
U 4-sacharidu, 6-sacharidu, 8-sacharidu byly hodnoceny jednonasobné nabité ionty
a u 10-sacharidu byl hodnocen dvojnasobné nabity iont (V negativnim modu je pro
4-sach. m/z =775; pro 6-sach. m/z =1154; pro 8-sach. m/z =1533 a pro 10-sach.
m/z = 955; v pozitivnim modu je pro 4-sach. m/z = 777; pro 6-sach. m/z = 1156;
pro 8-sach. m/z =1535 a pro 10-sach. m/z =957).

4.4.3 Kalibrace a urc¢eni LOD a LOQ

LC-MS analyza kalibra¢nich roztokii standardi OHA byla provedena
za optimalizovanych ~ podminek v negativnim mdédu a  pozitivnim  modu
(viz. Tabulka 21). Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny fedénim zasobnich roztoka
standardi 0 konc. 1 mg/ml. V negativnim modu byla kalibrace prométena Vv rozmezi
koncentraci  0,0039-0,0625 mg/ml, v pozitivnim médu v rozmezi koncentraci
0,0156-0,25 mg/ml. Vynesenim zavislosti koncentrace kalibra¢nich roztokli na plose
pika byla pomoci programu Excel sestrojena kalibrac¢ni kiivka a vypocitana kalibra¢ni
rovnice a koeficient determinace R?. Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ)
byl ziskan ptfimou metodou analytu v programu QC Expert. Po prométeni kalibraéni
zavislosti byla zjiStovdna vytéZznost metody pro kazdy OHA analyzou roztoku
piislusného standardu OHA o koncentraci 0,0313 mg/ml v negativnim moddu
a 0 koncentraci 0,125 mg/ml v pozitivnim médu. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat.
Dosazenim primérné hodnoty plochy pikid do kalibraéni rovnice byla vypocitana
koncentrace roztoku pftislusného standardu OHA. Hodnota vytéznosti byla vyjadiena
jako pomér vypocitané koncentrace k ocekavané/pripravené koncentraci roztoku

standardu OHA.
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Obrazek 8 MS spektrum 4-sacharidu, 6-sacharidu, 8-sacharidu a 10-sacharidu HA méfené v negativnim modu.
Nejintenzivngjsi piky naleZi iontim OHA, které vznikly deprotonaci molekuly [M-H]" nebo [M-2H]?, déle je mozné pozorovat
molekularni adukty OHA se sodnymi ionty.
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Obrazek 9 MS spektrum 4-sacharidu, 6-sacharidu, 8-sacharidu a 10-sacharidu HA méfené v pozitivnim modu.
Nejintenzivn&jsi piky nalezi molekularnim aduktim OHA se sodnymi ionty [M+Na]* a [M+2Na]*" .



4.4.4 Optimalizace LC-MS analyzy OHA v preparativhim médu

V dal$im kroku bylo nasim cilem optimalizovat slozeni eluentii a tim zvysit
efektivitu ionizace pii LC-MS analyze OHA V preparativnim modu. Postupné
bylo vyzkouSeno sedm riaznych eluentt, které byly pfivadény do systému pomoci
make-up pumpy a nasledné¢ miseny s 1/3000 pritoku vystupujiciho z chromatografické
kolony. Davkovan byl 1 ml roztoku smési OHA o koncentraci 50 mg/ml ve dvou

po sob¢ jdoucich nastiicich a poté byl sledovan vliv sloZeni eluentli na intenzité a plose

pik jednotlivych OHA.

Optimalizované sloZeni eluentii:

0,1% kyselina mravenci ve vodé

0,1% kyselina mraven¢i v metanolu

0,1% kyselina mravenc¢i ve vodé : metanolu (v poméru 1:1)
100% metanol

0,1% amoniak ve vodé

0,1% amoniak v metanolu

0,1% amoniak ve vodé¢ : metanolu (v poméru 1:1)
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace LC-MS analyzy OHA v analytickém
modu
5.1.1 Optimalizace napéti na sample cone

Pfi optimalizaci LC-MS analyzy OHA v analytickém modu byl nejprve sledovan
vliv zmény napéti na sample cone V zavislosti na intenzité a plose pikt 4-sacharidu,
6-sacharidu, 8-sacharidu a 10-sacharidu HA. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny
pii 60 V v negativnim moédu (Tabulka 1, Tabulka 2) a pii 40 V v pozitivnim modu
(Tabulka 3, Tabulka 4). Pti vyssich hodnotach napéti na sample cone byla
Vv MS spektrech pozorovéana piitomnost pikd odpovidajici lichym oligosacharidim,
které vznikaly v dasledku fragmentace sudych oligosacharidd v iontovém zdroji.
V MS spektru 4-sacharidu vyrazné vzrlstala intenzita [3-sach.- H]" o m/z=572;
v MS spektru 6-sacharidu vzrustala intenzita [5-sach.- H]" o m/z 951; v MS spektru
8-sacharidu vzriistala intenzita [7-sach.-2H]* om/z=664 a Vv MS spektru
10-sacharidu vzristala intenzita [9-sach.-2H]> o m/z=854 (Obrazek 10). Podobné
vysledky se objevuji i v praci (Prebyl, a dalsi, 2003). Pti vySSich hodnotach napéti
dochazi béhem srazek iontl s neutralnimi molekulami dusiku K predavani vétsiho
mnozstvi vnitini energie iontim a k jejich nasledné fragmentaci. Mnozstvi predané
vnitini energie iontu je imeérné velikosti elektrického pole a ndbojovému stavu iontu,
na které toto elektrické pole plsobi. Z toho vyplyva, Ze pfi stejném napéti na sample
cone bude v&tsi vnitini energie preddvana vicendsobné nabitym iontdl neZ jednonasobné

nabitym iontdm a ty pak budou podléhat snadng&jsi fragmentaci (Prebyl, a dalsi, 2003).
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Obrazek 10 MS spektra 10-sacharidu HA pii zméné napéti na sample cone v rozsahu 60-100 V méfené v negativnim modu.
Pfi postupném zvySovani napé&ti na sample cone je v MS spektrech 10-sacharidu HA patrny nartst intenzity [9-sach.-2H]* .



Tabulka 1 Intenzity pikd jednotlivych OHA pfi zméné napéti na sample cone méfené

V negativnim médu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

sample cone intenzita intenzita intenzita intenzita

(V) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
10V 0,70 0,69 0,13 141
20V 1,09 1,25 0,18 2,53
30V 1,63 1,50 0,31 3,43
40V 2,28 2,08 0,33 4,53
50V 3,16 2,87 0,58 6,54
60V 3,76 4,75 0,81 6,60
70V 3,46 4,47 0,94 5,93
80V 2,63 4,60 1,11 2,70
o0V 2,01 4,58 1,16 1,06
100V 1,61 4,46 1,35 0,35

Tabulka 2 Plochy piku jednotlivych OHA pfi zméné napéti na sample cone métené

V negativnim médu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
sample cone plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
W) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
10V 965 136 529 010 105 951 1 047 000
20V 1557711 1123851 124 970 1949 533
30V 2 164 354 1498 102 193 934 2611190
40V 3127010 2214 435 290 105 3764 390
50V 4 249 826 3631 048 502 096 5 094 895
60V 5 165 706 4731354 721517 5593 287
70V 5 090 824 4 476 810 845 492 4 655 240
80V 3585 100 4 243 563 960 144 2 197 240
90V 2 827 063 3879 616 1023 793 763 026
100V 2 145 365 3067 600 1124 461 253 595
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Tabulka 3 Intenzity pikid jednotlivych OHA pfi zméné napéti na sample cone méfené

V pozitivnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

sample cone intenzita intenzita intenzita intenzita

(V) (10°imp.) (10° imp.) (10° imp.) (10° imp.)
10V 3,41 0,66 0,01 1,47
20V 5,83 1,45 0,06 1,96
30V 5,74 2,42 0,15 1,34
40V 2,83 2,75 0,18 0,31
50V 0,76 1,53 0,17 0,36
60V 0,20 0,59 0,11 0,54
70V 0,11 0,22 0,07 0,52
80V 0,08 0,10 0,04 0,72
o0V 0,03 0,04 0,02 0,58
100V 0,03 0,03 0,01 0,44

Tabulka 4 Plochy piku jednotlivych OHA pfi zméné napéti na sample cone métené

V pozitivnim modu. Nejvyssi naméiené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

sample cone plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
W) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
10V 406 074 70 915 1098 108 033
20V 768 360 156 295 5717 155 475
30V 788 524 234 475 13 304 102 045
40V 394 439 262 559 15 655 31989
50V 97 316 147 593 15 313 32471
60V 28 634 64 957 11 904 61 223
70V 15 099 23768 6 620 49 573
80V 10 332 10 571 2342 94 130
90V 6 859 5172 1981 51921
100V 2074 2812 1457 53 140
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5.1.2 Optimalizace napéti na kapilare

Princip ESI je zaloZen na elektrochemickych procesech probihajicich na povrchu
kovové kapilary, na kterou je vkladano vysoké napéti. Podle polarity vkladaného napéti
dochazi ke vzniku kladnych nebo zapornych iontd. Pfi méfeni v negativhim modu
je vkladané napéti zaporné, povrch kapilary se chova jako katoda, ke které migruji
kationty obsazené v roztoku, naopak anionty migruji do stfedu kapilary a nasledné
se hromadi na jeji $picce, odkud se uvoliuji ve formé nabitych kapek (Capila, a dalsi,
2004). Optimalizace kapilarniho napéti vyrazné ovliviiuje stabilitu a intenzitu iontového
proudu, proto byl tento parametr sledovan v rozsahu 2,5-4,5 kV po 0,5 kV. Nejvyssich
intenzit signalu Vv negativnim modu bylo dosazeno pii 3 kV (Tabulka 5), naopak
nejvétsich ploch pikt pti 3,5 kV (Tabulka 6), protoze rozdily mezi namétenymi
plochami pii 3 a 3,5 KV nebyly pfili§ vyrazné, byla jako optimalni zvolena hodnota
kapilarniho napéti 3 kV vykazujici vyssi intenzitu signalu. V pozitivnim moédu byly
nejvyssi hodnoty naméteny pii 3,5 kV (Tabulka 7, Tabulka 8).

Tabulka 5 Intenzity pik jednotlivych OHA pii zméné napéti na kapilafe méfené
V negativnim modu. Nejvyssi naméefené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
kapilare intenzita intenzita intenzita intenzita
(kV) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
2,5kV 2,04 2,27 0,61 6,06
3,0kV 3,23 3,02 0,83 6,67
3,5kV 2,63 2,64 0,94 5,81
4,0kV 1,79 1,83 0,66 4,36
4,5kV 1,92 2,64 0,72 5,76

Tabulka 6 Plochy piki jednotlivych OHA pii zméné napéti na kapilafe métené

V negativnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

kapilaie plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(kV) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
2,5kV 3920917 2675081 511 239 5036 365
3,0kV 4 904 836 3297 278 690 983 5538 289
3,5kV 4 607 834 3441900 761 975 5705 530
4,0kV 3093 436 2 793 596 559 072 3379 962
4,5kV 3114060 3341072 613 501 4945 610
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Tabulka 7 Intenzity pikt jednotlivych OHA pfi zméné napéti na kapilafe méfené
V pozitivnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

kapilare intenzita intenzita intenzita intenzita
(kV) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
2,5kV 2,66 2,51 0,45 0,53
3,0kV 2,83 2,85 0,46 0,51
3,5kV 3,16 3,22 0,52 0,55
4,0kV 2,70 2,50 0,41 0,43
4,5kV 1,73 1,25 0,20 0,26

Tabulka 8 Plochy pik jednotlivych OHA pii zméné napéti na kapilafe métené
Vv pozitivnim moédu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

napéti na 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
kapilaie plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(kV) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
2,5kV 3910178 2731952 380 559 351 686
3,0kV 4224 553 3076 537 417 942 423 998
3,5kV 7847 430 3505 263 496 350 405 670
4,0kV 4 356 905 2910151 400 494 384 427
4,5kV 2 524 288 1447 401 194 147 172579
5.1.3 Optimalizace desolvatacni teploty a pritoku

desolvatacniho plynu

Desolvatacni teplota a prutok desolvata¢niho plynu jsou dal$imi dulezitymi
parametry iontového zdroje ovlivitujici pfedev§im rychlost odpafovani rozpoustédla.
Stejné jako v ptipad€ nebuliza¢niho plynu je pouZivanym desolvatacnim plynem dusik,
ktery je pfivadén koaxialnim plastém obklopujicim nebulizacni kapilaru na ESI sondé¢.
Pouzita desolvatacni teplota zavisi na pritoku a sloZzeni mobilni faze (pfedevSim
pomeéru t€kavé organické faze : vodné fazi). Vyssi hodnoty desolvataéni teploty vedou
Kk zvyseni citlivosti metody, ale zarovenn mohou pfispivat k snizeni stability iontového
proudu (Waters, 2003). Pti optimalizaci desolvata¢ni teploty iontového zdroje byla
teplota sledovana v rozsahu 200-650°C po 50°C. Na zaklad¢ méfeni v negativnim modu
vyplyva, ze se zvysujici desolvatacni teplotou roste intenzita a plocha pika jednotlivych
OHA (Tabulka 9, Tabulka 10). P#i vyssich teplotach mirn€ naristala intenzita lichych
oligosacharidi v MS spektrech 8-sacharidu a 10-sacharidu, a proto byla jako vysledna
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desolvatacni teplota zvolena teplota 500°C. V pozitivnim médu byly nejoptimalnéjsi
hodnoty naméfeny pii teploté¢ 450°C (Tabulka 11, Tabulka 12). Pritok desolvata¢niho
plynu byl sledovan v rozsahu 500-800 I/h po 50 I/h. Nejvyssi naméfené hodnoty byly
ziskany pii prutoku 500 I/h v obou moédech (Tabulka 13, Tabulka 14, Tabulka 15,
Tabulka 16).

Tabulka 9 Intenzity pika jednotlivych OHA pii zméné desolvata¢ni teploty méfené
V negativnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

desolvataéni 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
teplota intenzita intenzita intenzita intenzita
(°C) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
200°C 0,84 2,48 0,58 6,84
250°C 3,23 3,02 0,84 6,67
300°C 3,49 3,37 1,17 7,23
350°C 5,05 5,34 2,00 11,00
400°C 7,18 7,20 2,88 20,00
450°C 9,50 9,29 3,28 21,60
500°C 11,40 13,00 4,44 23,70
550°C 13,70 25,00 8,33 29,30
600°C 17,10 33,30 10,40 30,30
650°C 20,40 44,80 16,70 30,30

Tabulka 10 Plochy pika jednotlivych OHA pii zméné desolvatacni teploty métené

V negativnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

desolvatacni 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

teplota plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(Y] (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)

200°C 3 053 288 2 386 968 489 207 3927 502
250°C 4 904 836 3297 278 690 983 5538 289
300°C 5 565 962 4 377 793 954 962 6 910 394
350°C 8446 115 6 987 138 1639 223 11613 319
400°C 12 151 520 8635 861 2487931 15 152 557
450°C 13 876 458 10 992 796 2873329 16 925 974
500°C 16 338 440 13 868 239 3 653 853 18 993 522
550°C 19 263 224 26 095 160 6 890 522 2 238 558
600°C 21 769 666 34 609 671 8 857 373 23 473 598
650°C 27 900 605 44 963 272 11 257 755 23921 072
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Tabulka 11 Intenzity pika jednotlivych OHA pfi zméné desolvataéni teploty métené

V pozitivnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

desolvataéni 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
teplota intenzita intenzita intenzita intenzita
(°C) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
200°C 2,38 2,24 0,37 0,47
250°C 2,83 2,36 0,48 0,52
300°C 2,81 2,39 0,48 0,52
350°C 3,34 3,45 0,67 0,56
400°C 3,46 4,57 0,86 0,51
450°C 2,93 4,66 0,96 0,36
500°C 1,13 2,74 0,86 0,21
550°C 0,47 0,76 0,33 0,12
600°C 0,14 0,23 0,07 0,12
650°C 0,06 0,12 0,03 0,13

Tabulka 12 Plochy pika jednotlivych OHA pii zméné desolvataéni teploty métené

V pozitivnim modu. Nejvyssi naméiené hodnoty jsou zvyraznény.

desolvataéni 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

teplota plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(°C) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)

200°C 3896 660 2 875 485 322 626 383579
250°C 4762 297 3242 284 443 934 443 439
300°C 4719111 3094 079 462 727 407 928
350°C 5319271 4 458 812 585 687 454 944
400°C 5244 752 5 300 462 759 606 413 118
450°C 4 263 380 5416 881 980 222 319909
500°C 1885678 3400 092 836 399 223 602
550°C 774 446 862 466 344 606 136 925
600°C 213 066 245219 75 351 126 898
650°C 97 357 126 757 30672 135 848
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Tabulka 13 Intenzity piki jednotlivych OHA pii zméné prutoku desolvatacniho plynu

meéfené v negativnim modu. Nejvyssi namétené hodnoty jsou zvyraznény.

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
desolvat. plynu intenzita intenzita intenzita intenzita
(I/h) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
500 I/h 9,68 13,80 4,07 18,80
550 I/h 7,77 11,50 2,95 15,20
600 I/h 8,08 11,10 3,32 15,80
650 I/h 7,77 9,81 3,01 14,70
700 I/h 8,21 11,90 3,13 14,10
750 I/h 7,96 11,50 3,26 16,40
800 I/h 7,64 10,20 3,10 13,60

Tabulka 14 Plochy pika jednotlivych OHA pii zméné pratoku desolvatacniho plynu

meéfené v negativnim modu. Nejvyssi namétené hodnoty jsou zvyraznény.

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
desolvat. plynu | plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(I/h) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
500 I/h 13 724 832 15 115 685 3595 046 15905 319
550 I/h 11 076 930 12 453 619 2542 290 12 943 931
600 I/h 11 266 882 12 400 714 2 500 608 12 493 376
650 I/h 11128 431 10 747 889 2491 939 13 054 266
700 I/h 11 468 045 13 315 557 2 765 043 12 382 645
750 I/h 11 319 651 13 164 942 2 643 444 13 556 707
800 I/h 11 429 635 11 840 622 2 543 596 12 734 088

Tabulka 15 Intenzity piki jednotlivych OHA pii zméné pritoku desolvatacniho plynu

meéfené v pozitivnim modu. Nejvyssi namétrené hodnoty jsou zvyraznény

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
desolvat. plynu intenzita intenzita intenzita intenzita
(I/h) (10°imp.) (10° imp.) (10° imp.) (10° imp.)
500 I/h 2,70 4,15 0,84 0,51
550 I/h 2,55 4,00 0,80 0,47
600 I/h 2,19 3,93 0,84 0,40
650 I/h 2,13 3,85 0,80 0,39
700 I/h 2,09 3,79 0,86 0,34
750 I/h 2,05 3,74 0,83 0,33
800 I/h 1,90 3,68 0,74 0,41
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Tabulka 16 Plochy pika jednotlivych OHA pii zméné pritoku desolvatacniho plynu

méfené v pozitivnim mddu. Nejvyssi namétené hodnoty jsou zvyraznény.

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
desolvat. plynu plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(I/h) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
500 I/h 4 666 086 4790 627 775 236 344 886
550 I/h 3756 251 4 486 812 791 766 381 802
600 I/h 1153 154 4 554 811 842 807 296 746
650 I/h 3437921 4 691 936 826 165 322 706
700 I/h 3 358 356 4 549 595 879 797 297 326
750 I/h 3235 606 4 486 712 881 528 295 842
800 I/h 3062 761 4 682 554 730 057 397 043

5.1.4 Optimalizace pritoku cone gas

V ptipadé cone gas je pouzivan dusik proudici proti iontovému proudu analytu.
Tento plyn napomahd desolvatacnimu procesu a piisobi proti vzniku klastrii ionth
analytu s rozpoustédlem, které vznikaji pfi prechodu ionti z oblasti atmosférického
tlaku do vakua a mohou snizovat intenzitu vysledného signalu (Waters, 2003). Pratok
cone gas byl sledovan v rozsahu 0-100 I/h po 20 I/h. Nejoptimalngjsi hodnoty byly
naméfeny pii 40 1/h v negativnim modu (Tabulka 17, Tabulka 18) a pti 0l/h
Vv pozitivnim méodu (Tabulka 19, Tabulka 20).

Tabulka 17 Intenzity pika jednotlivych OHA pii zméné pritoku cone gas méfené
Vv negativnim médu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
cone gas intenzita intenzita intenzita intenzita
(I/h) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
0 I/hr 6,96 7,63 2,18 16,40
20 l/hr 7,34 7,95 2,85 16,20
40 I/hr 7,10 9,86 2,95 16,50
60 I/hr 7,05 8,94 2,49 16,00
80 I/hr 6,74 8,82 2,56 15,50
100 I/hr 7,10 9,07 2,53 13,80
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Tabulka 18 Plochy pikd jednotlivych OHA pii zméné pratoku cone gas méfené

V negativnim modu. Nejvyssi naméefené hodnoty jsou zvyraznény.

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
cone gas plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(I/h) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
0 I/hr 10 842 587 8319 671 1918 188 13 467 873
20 I/hr 11 155 313 9 680 927 2523974 14 252 288
40 I/hr 11573 413 11 249 263 2 478 839 14 235 788
60 I/hr 10 388 961 10 683 882 2 197 520 14 289 070
80 I/hr 10 425 309 9 983 222 2 129 527 13536 273
100 I/hr 11 056 852 10 033 404 2 245 849 13 463 013

Tabulka 19 Intenzity pik jednotlivych OHA pii zméné pritoku cone gas méfené

V pozitivnim modu. Nejvyssi naméiené hodnoty jsou zvyraznény.

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
cone gas intenzita intenzita intenzita intenzita
(I/h) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
0 Il/hr 3,71 5,49 1,21 0,67
20 I/hr 3,52 5,46 1,09 0,55
40 I/hr 3,28 4,77 1,02 0,49
60 I/hr 3,16 4,95 0,92 0,49
80 I/hr 3,64 5,22 1,03 0,51
100 I/hr 3,45 4,74 0,95 0,49

Tabulka 20 Plochy pikd jednotlivych OHA pii zméné prutoku cone gas méfené

V pozitivnim mddu. Nejvyssi namefené hodnoty jsou zvyraznény.

pritok 4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
cone gas plocha piku plocha piku plocha piku plocha piku
(I/h) (imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
0 I/hr 5 346 967 6 081 935 1034 342 489 396
20 l/hr 5208 160 5489 791 930 735 445 711
40 I/hr 5092 008 5409 816 886 775 448 257
60 I/hr 5012 069 5 160 384 830 616 383 946
80 I/hr 5 092 008 5 545 835 924 222 415 232
100 I/hr 4 883 754 4 769 697 763 758 422 007
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5.1.5 Optimalizované parametry

Vysledné optimalizované parametry v obou médech jsou shrnuty v Tabulce 21.
Na zékladé¢ namétenych hodnot bylo zjisténo, ze LC-MS analyza OHA v negativnim
modu vykazuje vyss$i intenzity signalu ve srovnani s pozitivnim modem.

Tabulka 21 Optimalizované parametry ionizace pti LC-MS analyze OHA v negativnim
a pozitivnim modu

optimalizované parametry ESI- ESI+
napéti na sample cone 60 V 40 V
napéti na kapilate 3kV 3,5 kV
desolvatacni teplota 500°C 450°C
pratok desolvatacniho plynu 500 I/h 500 I/h
pratok cone gas 40 1/h 0l/h

V negativnim modu byly v MS spektrech OHA piitomny pievazné ionty [M-H]
a [M-2H]*. Molekularni adukty se sodnymi ionty [M-2H+Na] a [M-3H+Na]*
MS spekter 8-sacharidu, kde byl krom¢ jednonasobné nabitého iontu o m/z=1533
pozorovan také dvojnasobné nabity iont 0 m/z=766, coz vedlo k niz§im dosahovanym
intenzitam z divodu rozdéleni vysledného signalu mezi dva piky. Dale byla v MS
spektru 8-sacharidu pozorovana pretrvavajici piitomnost iontu [7-sach.-2H]*, na rozdil
od ostatnich OHA v jejichz MS spektrech se za optimalizovanych podminek liché

oligosacharidy nevyskytovaly nebo jen s velmi nizkou intenzitou (Obrazek 11).

V pozitivnim modu byly kromé iontd [M+H]" a [M+2H]*" piitomny také
aduktové ionty [M+Na]", [M+2Na]** a ionty vznikl¢ dehydrataci protonované
molekuly [M+H-H,0]", které vyrazné ztézovaly interpretaci MS spekter (Obrazek 12).
Témeér ve vsech MS spektrech méfenych v pozitivnim moédu byly ptitomny velmi
intenzivni piky 0 m/z=380 odpovidajici [2-sach.+H-H,0]" a 0 m/z=204 odpovidajici
[N-acetyl-D-glukosamin+H-H,0]".
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V negativnim modu.
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Obrazek 12 MS spektrum 4-sacharidu, 6-sacharidu, 8-sacharidu a 10-sacharidu HA méfené za optimalizovanych podminek
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5.2 Kalibrace a urceni LOD a LOQ

LC-MS analyzou kalibracnich roztoki OHA za optimalizovanych podminek
byly stanoveny nékteré dulezité parametry pouzivané analytické metody, piedevsim
rovnice kalibrace, koeficienty determinace, limity detekce (LOD), limity kvantifikace
(LOQ) a vytéznost metody. Ziskané vysledky pro negativni mod jsou shrnuty
v Tabulce 22 a pro pozitivni mod v Tabulce 23. Koeficienty determinace
se pohybovaly v rozmezi 0,9912-0,9997, a proto mtizeme prohlasit vyslednou kalibra¢ni
zavislost v obou mddech v méfeném rozsahu za linedrni. V negativnim modu bylo
dosahovano vyrazné nizsich hodnot LOD a LOQ, coz umoznilo detekovat nizsi
koncentrace OHA ve vzorcich a potvrdilo vyhodnost analyzy OHA Vv negativnim mdédu.
Vytéznost metody se pohybovala vrozsahu 93,2-110,3%. Podle ICH guidelines
by hodnota vytéznosti pro obsah aktivni slozky 100% méla byt v rozsahu 98-102%.

Pro piesnéjsi urCeni koncentrace latky ve smési bychom, ale museli pouzit vnitini

standard.

Tabulka 22 Rovnice Kkalibrace, koeficienty determinace, limity detekce, limity
kvantifikace a vytéznost pro 4-sacharid, 6-sacharid, 8-sacharid a 10-sacharid HA
meéfené v negativnim modu

kalibraé¢ni rovnice R’ |[LOD (mg/ml)| LOQ (mg/ml) | vytéznost
4-sacharid y=199311197,24x-18310,08 | 0,9993 0,0037 0,0054 93,2%
6-sacharid y=2876275,09x-14917,68 |0,9923 0,0113 0,0159 101,8%
8-sacharid y=516215,22x-1419,18 | 0,9986 0,0050 0,0073 109,8%
10-sacharid y=32568451,09x-55744,87 |0,9997 0,0025 0,0037 107,6%

Tabulka 23 Rovnice kalibrace, koeficienty determinace, limity detekce, limity
kvantifikace a vytéznost pro 4-sacharid, 6-sacharid, 8-sacharid a 10-sacharid HA
meéfené v pozitivhim modu

kalibra¢ni rovnice R’ |[LOD (mg/ml)| LOQ (mg/ml) | vyt&znost
4-sacharid y=3253325,42x-54933,5 [0,9922 0,0455 0,0637 105,8%
6-sacharid y=3860423,91x-79721,17 |0,9946 0,0386 0,0545 93,4%
8-sacharid y=554298,37x-12751,35 [0,9912 0,0481 0,0672 94,1%
10-sacharid y=591695,09x+7115,94 [0,9921 0,0459 0,0643 110,3%
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5.3 Optimalizace LC-MS analyzy OHA v preparativnim

modu

Preparativni moéd LC-MS systému umoznuje rychlou purifikaci a frakcionaci

OHA. Velkou vyhodou tohoto moédu je, ze jen 1/3000 celkového prutoku vstupuje

do MS spektrometru, ptfi¢emz eluent pfivadény do systému pomoci make-up pumpy

mize vyrazné ovliviiovat vysledné slozeni roztoku podilejiciho se na ionizaci OHA.

V pribéhu optimalizace byl sledovan vliv sloZeni sedmi riznych eluentd. Z naSich

vysledkt vyplyva, Ze ptidani 0,1 % kys. mravenc¢i podporuje vznik negativnich iontd,

ptidani 0,1 % amoniaku podporuje vznik pozitivnich iontd, lepSich vysledkd bylo

dosazeno V ptipadech, kdy byl pouzitym rozpoustédlem metanol. V negativnim modu

byly naméfeny nejvyssi hodnoty pii pouziti 100 % metanolu (Tabulka 24, Tabulka 25),

V pozitivnim médu pii pouziti 0,1% amoniaku v metanolu (Tabulka 26, Tabulka 27).

Tabulka 24 Intenzity pikt jednotlivych OHA pii zméné slozeni eluentdi méfené
V negativnim modu. Nejvyssi naméefené hodnoty jsou zvyraznény.

4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
eluenty intenzita intenzita intenzita intenzita
(10°imp.) (10° imp.) (10°imp.) (10° imp.)
0,1% HCOOH ve vodé 3,99 3,58 0,70 3,72
0,1% HCOOH ve vodé : MeOH 5,80 4,55 0,71 7,56
0,1% HCOOH v MeOH 18,70 13,70 2,89 15,90
MeOH 21,80 16,00 4,89 23,10
0,1% NH; ve vodé 2,08 1,63 0,30 2,41
0,1% NH; ve vodé : MeOH 2,49 1,75 0,27 3,46
0,1% NH; v MeOH 10,98 8,18 1,25 11,00

Tabulka 25 Plochy pikt jednotlivych OHA pii zméné slozeni eluenti méfené
V negativnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid | 10-sacharid
eluenty plocha piku | plocha piku | plocha piku | plocha piku
(imp.) (imp.) (imp.) (imp.)

0,1% HCOOH ve vodé 9920 076 6471584 1162 225 5416 264
0,1% HCOOH ve vodé : MeOH | 12 875 242 9 286 933 150 784 12 052 692
0,1% HCOOH v MeOH 42 823 172 25 585 048 5419518 25 310 844
MeOH 49 804 224 33100 552 9 183 498 37 992 264

0,1% NH; ve vodé 4 866 170 3145785 597 768 4 264 634

0,1% NH; ve vodé : MeOH 6113 363 3420 366 542 363 5929 351
0,1% NH; v MeOH 29 004 403 17 674 687 2 708 756 21024 138
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Tabulka 26 Intenzity pikt jednotlivych OHA pii zméné slozeni eluentd méfené
V pozitivnim modu. Nejvyssi naméfené hodnoty jsou zvyraznény.

4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid
eluenty intenzita intenzita intenzita intenzita
(10%imp.) (10%imp.) (10%imp.) (10%imp.)
0,1% HCOOH ve vodé 1,13 1,18 1,54 7,34
0,1% HCOOH ve vodé:MeOH 0,44 0,48 0,07 0,06
0,1% HCOOH v MeOH 1,83 2,18 0,29 0,29
MeOH 1,10 1,14 0,15 0,02
0,1% NH; ve vodé 1,49 1,17 0,11 0,03
0,1% NH; ve vodé : MeOH 0,81 0,78 0,06 0,05
0,1% NH; v MeOH 2,63 3,21 0,32 0,15

Tabulka 27 Plochy pikt jednotlivych OHA pii zméné slozeni eluenti méfené
V pozitivnim modu. Nejvyssi naméiené hodnoty jsou zvyraznény.

4-sacharid 6-sacharid 8-sacharid 10-sacharid

eluenty plocha piku | plocha piku | plocha piku | plocha piku
(imp.) (imp.) (imp.) (imp.)
0,1% HCOOH ve vodé 2520 747 2 059 687 198 018 120 040
0,1% HCOOH ve vodé:MeOH 932 951 840 748 107 709 76 094
0,1% HCOOH v MeOH 4 035 354 4168 617 433 160 336 477
MeOH 2658 472 2 383900 268 534 115 497
0,1% NH; ve vodé 3508 453 2 318 100 168 091 256 226
0,1% NH; ve vodé : MeOH 1995 530 1668 175 109 318 193 805
0,1% NH;3; v MeOH 5986 821 6 954 194 587 338 618 685
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6. Zaver

Zamérem této prace bylo optimalizovat podminky LC-MS analyzy OHA
V preparativnim modu. K sepséani teoretické ¢asti byla prostudovana literatura tykajici
kyseliny hyaluronové, ptirozené se vyskytujiciho glykosaminoglykanu, ktery se podili
na regulaci fady biologickych pochodi v lidském organismu a pro své unikatni
vlastnosti nachézi Siroké uplatnéni v mediciné. HA je velmi snadno enzymaticky
degradovatelna prostiednictvim savc¢ich hyaluronidaz za vzniku OHA, které mohou byt
biologicky aktivni v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti. K separaci OHA
se nejcastéji pouziva vysokoucinné kapalinové chromatografie. V poslednich letech
predstavuji velky piinos analytické metody zalozené na principu hmotnostni
spektrometrie  vyuzivajici mékkych ioniza¢nich technik, zejména ionizaci
elektrosprejem. Obrovskou vyhodou této ioniza¢ni techniky je moznost ptimého spojeni
se separacnimi metodami. V naSem piipadé probihala separace OHA pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi s vyuzitim chromatografické
kolony Jupiter proteo a mobilnich fazi 0,1% kyseliny mraven¢i a metanolu. Tato
metoda umoznila velmi dobrou separaci nami sledovaného 4-, 6-, 8- a 10- sacharidu
hyaluronanu, které byly nasledné identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie.
Béhem MS analyzy jsme se zaméfili na optimalizaci podminek iontového zdroje
v analytickém modu. Tento mod je diky niz$im pritokim mobilni faze a menS$im
objemovym nastiikim vhodny k rychlému kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni
OHA. Na zéklad¢ provedenych méteni se nam podafilo urcit nejoptimalné;si parametry
ionizace OHA. Zaroven jsme si ovéfili, ze je vyhodnéjsi analyzovat OHA v negativnim
modu, pii kterém je analyza vyrazné citlivéjs$i neZ v modu pozitivnim a vyslednad MS
spektra jsou snadnéji interpretovatelnd. V dalsim kroku jsme provedli optimalizaci
slozeni eluentii V preparativnim modu, ktery se vyuziva pro purifikaci a frakcionaci
OHA. V preparativnim modu je pouze 1/3000 celkového pritoku vystupujiciho
z chromatografické kolony vedena do MS spektrometru, zbyvajici ¢ast miize byt
rozdélena pomoci automatického sbérace frakci na jednotlivé frakce. Cistotu a slozeni
kazdé frakce je mozné ovéfit na zdklad€ zjiSténych retencnich casi a porovnanim
hmotnostnich spekter. NejlepSich vysledkii ionizace v preparativnim modu jsme dosahli

pii pouziti eluentu tvofeného 100% metanolem.
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7. Seznam zkratek

Arg
ECM
erk

ESI
FAK
GPC
HA
HAS
HARE
HPAEC
HPLC
HYAL
IEC
IHABP
IGF-1
imp
LC-MS
LYVE1
MALDI
MHC
MMPs
MS
NMR
OHA

RHAMM

Arginin

Extraceluldrni matrix
extracellular-signal-regulated kinases
lonizace elektrosprejem

Focal adhesion kinase

Gelova permeacni chromatografie
Kyselina hyaluronova, hyaluronan
Hyaluronan syntdza

Receptor HA pro endocytozu
Vysokoucinné aniontova chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hyaluroniddza

lontovyménna chromatografie
Intracelularni protein vazajici HA
Insulin-like growth factor 1

Impuls

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Endotelidlni receptor HA v lymfatickych cévach
Desorpce laserem za i¢asti matrice
Hlavni histokompatibilni komplex

Matrix metaloproteinazy

Hmotnostni spektrometrie

Nuklearni magnetické resonance
Oligosacharidy hyaluronanu

Receptor HA zprosttedkovavajici motilitu
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RPIP HPLC

SPAM1
TIC
TNFIP6
TLR-4
TOF
TSG-6

Tyr

Chromatografie na reverznich fazich s pouzitim iontovych
parovych Cinidel

Sperm adhesion molecule 1

Celkovy iontovy chromatogram

Tumor necrosis factor-induced protein 6
Toll-like receptor 4

Analyzator doby letu

Tumor necrosis factor-stimulated gene-6

Tyrosin
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9. Prilohy

Tabulka 28 Teoretické hodnoty m/z sudych oligosacharidit HA v negativnim modu

oligosacharidy | sumarni vzorec |Mr [M-H] [M-2H]*  |[M-3H]*
2-sacharid C14HNO, 397,1220| 396,1142

4-sacharid C2sH4sN2O55 776,2335|  775,2257| 387,1089

6-sacharid Ci2HesN303s 1155,3449| 1154,3371| 576,6646| 384,1072
8-sacharid CssHgsN4Ous 1534,4564 | 1533,4486| 766,2204| 510,4776
10-sacharid CroH107N50s6 1913,5679| 1912,5600| 955,7761| 636,8481

Tabulka 29 Teoretické hodnoty m/z lichych oligosacharidi HA v negativnim modu

oligosacharidy | sumarni vzorec | Mr [M-HT [M-2H]* [M-3HT*
3-sacharid C2oH31NO1g 573,1541| 572,1463

5-sacharid Ca4HsN, 059 952,2656| 951,2577| 475,1250

7-sacharid CagH73N3049 1331,3770| 1330,3692| 664,6807| 442,7845
9-sacharid Co2Ho4N4Os; 1710,4885| 1709,4807| 854,2364| 569,1550
11-sacharid C76H115NsOg; 2089,6000| 2088,5921| 1043,7922| 695,5255

Tabulka 30 Teoretické hodnoty m/z sudych oligosacharidi HA v pozitivnim modu

oligosacharidy | sumarni vzorec | Mr [M+H]" [M+2H]*" | [M+3H]*
2-sacharid C14H;NO;, 397,1220| 398,1299

4-sacharid CosHasN,O53 776,2335| 777,2413| 389,1246

6-sacharid CiHesN30s4 1155,3449| 1156,3528| 578,6803| 386,1228
8-sacharid CssHgsN4Oys 1534,4564 | 1535,4642| 768,2360| 512,4933
10-sacharid C7oH107NsOs6 1913,5679| 1914,5757| 957,7918| 638,8638

Tabulka 31 Teoretické hodnoty m/z lichych oligosacharidt HA v pozitivnim modu

oligosacharidy | sumarni vzorec |Mr [M+H]" [M+2H]* | [M+3H]*
3-sacharid CaoH3:NOyg 573,1541 574,1619

5-sacharid Ca4Hs5oN,009 952,2656 953,2734 477,1406

7-sacharid CagH73N3049 1331,3770| 1332,3849 666,6963 444,8002
9-sacharid CeoHgsN4Os; 1710,4885| 1711,4963 856,2521 571,1707
11-sacharid C76H115N50¢, 2089,6000| 2090,6078| 1045,8078 697,5411
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