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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova prace se zabyva vedlejSimi degradaénimi produkty

hyaluronanu vznikajicimi pfi alkalické hydrolyze.

Teoretickd reSerSe shrnuje zdkladni poznatky o kyselin€ hyaluronové (HA).
Prvni ¢ést je vénovana historii, struktufe, chemickym a biologickym vlastnostem HA
vcetné moznych zplisobl degradace HA. Na zavér je uveden vyznam a pouziti HA.
Druha c¢ast popisuje instrumentalni metody, které se pouzivaji k separaci a purifikaci

HA nebo jejich fragmenti, a moznosti jejich identifikace.

Experimentalni ¢ast se zabyva alkalickou hydrolyzou (tzv peelingovou reakci),
naslednou separaci a identifikaci vzniklych fragmenti HA. Nejprve bylo nutné
optimalizovat podminky peelingové reakce pro co nejvyssi vytézky degradacnich
produktti, poté byl tetramer HA S$tépen v 0,1M hydroxidu sodném pii laboratorni
teploté. Pro oddéleni majoritn€é vznikajicich vysokomolekularnich fragmenti HA byla
pouzita gelovd permealni chromatografie a nasledné¢ byly jednotlivé degradacni
produkty separovany pomoci HPLC na reverzni fazi C12. Celkem bylo izolovano
8 frakci, z nichz pouze 4 byly ziskdny v dostatecném mnozstvi pro MS, NMR a

zékladni testy cytotoxicity.
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ABSTRACT

The presented diploma thesis deals with the side degradation products of

hyaluronan generated during alkaline hydrolysis.

Theoretical part includes basic information about hyaluronic acid (HA). The
first part deals with the history, structure, chemical and biological properties of HA,
including possible ways of degradation of HA. The importance and application of HA
are mentioned in the conclusion. The second part describes the instrumental methods,
used for separation and purification of HA or HA fragments, and possibilities of

identification.

Experimental part deals with the alkali hydrolysis (peeling reaction), following
separation and identification of the resulting fragments of HA. At first, it was necessary
to optimize the reaction conditions of peeling reaction for the highest yields of
degradation products. Then tetramer HA was degraded in 0,1M sodium hydroxide at
laboratory temperature. Gel permeation chromatography was used for the separation of
high molecular weight fragments. The individual degradation products were separated
on reverse HPLC phase C12. There was isolated 8 fractions, but only 4 fractions were
obtained in sufficient quantities for MS, NMR analysis and elementary cytotoxicity

assays.

All acquired data were measured during actual research in company Contipro

Pharma, a.s., Dolni Dobrou¢, Czech Republic.
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1 UvVOoD

Od doby, kdy byla kyselina hyaluronova (HA — hyaluronic acid) objevena, se
stala pfedmétem mnoha odbornych studii. Jde o latku, kterda ma Siroce vyuzitelné
vlastnosti v Iékafstvi, kosmetice i farmaceutickém prumyslu. Vyzkum, zabyvajici se
touto slouceninou, v soucasné dob¢ zdaleka nekonc¢i. Védecké tymy po celém svéte se

snazi odhalit vlastnosti HA a nalézt jeji dalsi uplatnéni.

Motivaci pro vytvoreni této diplomové prace bylo odhalit strukturu vedlejSich
degrada¢nich produkti HA vznikajicich plsobenim hydroxidu sodného, ktery se
pouziva jak pro pfipravu oligosacharidi HA s lichym poctem monosacharidickych
jednotek, tak pro CiSténi filtra¢nich i vyrobnich zafizeni. I pfes ptedpoklad, Ze se
vedlej§i degradacni produkty HA odstrani ultrafiltraci, kterd nasleduje po kazdé
peelingové reakci, je zddouci odhalit jejich strukturu a definovat jejich zékladni
biologické vlastnosti. Popsani pfesné molekulové struktury vedlejSich degradacnich

produktiit HA napomize k bliz§imu pochopeni katabolismu HA.

2 CiL PRACE

Cilem teoretické Casti je seznamit se se strukturou, zakladnimi vlastnostmi a
katabolismem HA, piipadné¢ fragmenti HA, a popsat analytické metody jejich
charakterizace.

Cilem experimentalni casti je izolovat vedlejsi degradacni produkty HA
vznikajici pii alkalické hydrolyze, odhalit jejich strukturu a pomoci piislusnych testa

urcit, zda se jedna o latky toxické.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika kyseliny hyaluronové

3.1.1  Historie kyseliny hyaluronové

Objev kyseliny hyaluronové (HA) se datuje do roku 1934, kdy Karl Meyer se
svym spolecnikem Johnem Palmerem izolovali dfive nezndmou latku ze sklivce oka
skotu. Tuto latku poté pojmenovali jako hyaluronic acid (hyaluronova kyselina). Nazev
vznikl spojenim slov “hyalos”, coz je vyraz z fectiny pro sklo, a slova “uronic acid” [1].
V t¢ dobé Meyer a Palmer netusili, Ze pravé objevili jednu z vyznamnych ptirodnich
makromolekul, ktera bude v budoucnu uzite¢na nejenom v lékaistvi [2]. Poprvé byla
HA vyuzita komeréné pii experimentu Endre Balazse v roce 1942, ktery se pokusil

nahradit bilek v pekarenskych vyrobcich pravé HA [3].

V padesatych letech dvacéatého stoleti se HA poprvé uplatnila v medicing. Pti
plastické operaci oka byla pouzita jako nahrazka sklivce [3]. Pivodné se HA izolovala
z lidské pupecni sniry. Timto postupem lze vSak ziskat pomérné¢ mald mnozstvi HA
0 nepiili§ vysoké molekulové hmotnosti. V nasledujicich letech se proto HA zacala
izolovat ze zvifecich zdrojl, naptiklad z kohoutich hiebinkll. Timto postupem Ize ziskat

veétsi mnozstvi HA s vys$si molekulovou hmotnosti [3].

Chemicka struktura HA byla odhalena v padesatych letech tymem Karla
Meyera. Poprvé HA izolovali jako kyselinu, ovSem pfi dalSim vyzkumu zjistili, Ze se
ptirozené vyskytuje jako stl — hyaluronat sodny [1]. V dnes$ni dobé je molekula HA
obecné nazyvana jako ,.hyaluronan®. Tento termin byl oficidlné ptedstaven v roce 1986
a zafadil se do pravidel nomenklatury jako souhrnné oznafeni pro ob¢ formy
polysacharidu [4]. Strukturou a biologickymi vlastnostmi této latky se zacaly zabyvat
mnohé laboratofe a vyzkumna centra po celém svété. Hlavnim cilem se jim stalo uréeni

molekulové hmotnosti a objasnéni zavislosti na viskozité [5].



3.1.2  Struktura kyseliny hyaluronové

HA je linearni polysacharid nalezici do rodiny glykosaminoglykant. Tato
skupina, nékdy nazyvand mukopolysacharidy, tvofi hlavni komponenty extracelularni
matrix. Glykosaminoglykany rovnéz zastavaji fadu funkci v pojivovych tkanich [2].
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce glykosaminoglykanii patii chondroitin sulfat, dermatan

sulfat, heparan sulfat, keratan sulfat a hyaluronan [6].

Vsechny glykosaminoglykany jsou linedrnimi nerozvétvenymi molekulami,
které se skladaji z opakujicich se disacharidovych jednotek, obsahujici
N-acetylhexosamin a hexosu [6]. Sulfatované glykosaminoglykany se mohou vazat na

proteiny a tvofit proteoglykany [6; 7].

Zéakladni strukturu HA tvofi opakujici se jednotky disacharidi N-acetyl-D-
glukosaminu a kyseliny glukuronové spojené B-1,3 a p-1,4 glykosidickymi vazbami

(Obrazek 1). Kazda disacharidova jednotka ma molekulovou hmotnost 397 Da [5].

Nativni HA ve tkénich je polydisperzni smés fetézci HA raznych délek, které
ve své struktufe obsahuji 2000 az 25000 disacharidovych jednotek. Molekulova
hmotnost téchto polymert se pohybuje vrozmezi 1 — 10 MDa a jejich velikost
vroztoku mezi 0,04 a 5 pum. Hyaluronan je jediny nesulfatovany c¢len rodiny

glykosaminoglykant, a proto netvoii proteoglykany [5; 6].

OH OH
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Obrazek 1 Primarni chemicka struktura kyseliny hyaluronové
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3.1.3  Metabolismus kyseliny hyaluronové

Primérné lidské t€lo o hmotnosti 70 kg obsahuje piiblizn¢ 15 g HA, jejiz
mnozstvi je nepietrzit€ obnovovano [8]. HA je syntetizovana fadou bunék, pficemz
nejvyznamnéji se na syntéze podileji fibroblasty, keratinocyty a chondrocyty. Zvyseni
tvorby HA lze ovlivnit ristovymi faktory, ke kterym patii transformujici ristovy faktor
TGF-B1, PDGF (platelet derived growth factor) nebo EGF (endothelial growth factor)
[9; 10]. Mize dochazet i k patologickému hromadéni HA v organismu, které

oznacujeme jako hyaluronéza [10].

Na rozdil od ostatnich glykosaminoglykani, které jsou syntetizovany Golgiho
aparatem a endoplazmatickym retikulem uvniti buiiky, je HA syntetizovana na vnitini
stran¢ plazmatické membrany pomoci integralniho membranového proteinu —
hyaluronansyntasy (HAS). Hyaluronansyntasa existuje ve tfech izoformach: HASI,
HAS2 a HAS3 (Obrazek 2), z nichz kazda je zodpovédna za syntézu rizné dlouhych
fetézect HA [11; 12]. Pti syntéze HA dochazi k prodluzovani fetézce polymeru
stiidavym  pfidavanim  aktivovanych prekurzordi UDP-glukuronové kyseliny
a UDP-N-acetylglukosaminu [2]. Diky tomu, ze HAS jsou transmembranové proteiny,
nové vznikajici fetézec HA je syntetizovan skrz cytoplazmatickou membranu

do extracelularniho prostoru [11; 13].
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Obrazek 2 Hyaluronansyntasy na povrchu burky [8]
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Degradace HA v téle (biodegradace) muize obecné probihat enzymatickou nebo
chemickou cestou. Enzymaticka cesta zahrnuje specifické enzymy — hyaluronidasy,
které¢ mizeme obecné rozdélit do tii hlavnich skupin — sav¢i, bakterialni a parazitarni

(Obrazek 7). V téle savct se nachazi 5 typu, a to Hyal-1 az 4 a PH-20 [10].

Za katabolismus intracelularniho HA je odpovédna hyaluronidasa Hyal-1, ktera
stépi HA na tetrasacharidy [8]. Po nasledném odbourani dal§imi enzymy
(B-glukuronidasa a  B-N-acetyl-glukosaminidasa) vznikaji kone¢né produkty
N-acetyl-D-glukosamin a kyselina glukuronova, které mohou byt recyklovany zpét na
HA nebo dale katabolizovany [2].

Hyaluronidasa Hyal-2 se uplatiiuje pii katabolismu extracelularni HA, kdy je
HA po rozstépeni transportovana lymfatickym systémem do krve [2]. Nasleduje

vylouéeni jatry nebo ledvinami [10].

PH-20 narusuje pfi oplozeni ochranny obal oocytu, ktery je bohaty na HA,

¢imz umoziuje prunik nejrychlejsi spermie k vajicku [14].

Detailnéj$i mechanismus degradace HA sav¢imi hyaluronidasami a dalsimi

skupinami enzymd je uveden v kapitole 3.2.

3.2 Degradace kyseliny hyaluronové

Depolymerizaéni reakce, pii kterych se snizuje molekulova hmotnost
hyaluronanu, Ize na zaklad¢ jejich mechanismu rozd¢lit do dvou skupin. Prvni skupinou
jsou reakce nespecifické, pii kterych nelze presné lokalizovat misto na polymeru, kde
Stépeni probéhne. Nahodily zptisob degradace ma za nésledek vznik komplexni smési
fragment hyaluronanu, kterou lze obtizné charakterizovat. Nespecifické reakce jsou
zpravidla vyvolany pusobenim vnéjsich fyzikalnich vlivi, jako jsou ultrazvuk [15],
volné radikaly [16], vysoké teploty [15; 17], kyseliny [18], zasady (viz kapitola 3.2.1.1),

mikrovinné zateni [15] aj.
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Druhou skupinou reakci vedoucich k degradaci hyaluronanu jsou reakce, pii
kterych jsou Stépeny vazby specificky. Tento typ reakci je zpravidla katalyzovan
enzymy (viz kapitola 3.2.2.1).

3.2.1 Degradace nespecificka
3.2.1.1 Alkalicka hydrolyza kyseliny hyaluronové

Pti specifické i nespecifické degradaci HA je dtlezitou hodnotou pH reakéni
smési. Pii enzymatické depolymerizacni reakci je nutné dodrzet optimalni pH pro
funkci ptitomného enzymu, coz je vétSinou pH neutralni nebo mirné kyselé [19; 20]. Pii
nespecifickém $tépeni je sama Kyselina nebo zasada zodpovédna za pteménu struktury

molekuly HA [18; 19; 20].

Pii alkalické hydrolyze probihaji dvé chemické reakce najednou [21]. Prvni
z nich je B-eliminace kyseliny glukuronové (Obrazek 3), ktera vede ke vzniku dvojné
vazby mezi 4 a 5 uhlikem. Dale je od$tépen N-acetylglukosamin vlivem tzv. peelingové
reakce (Obrazek 4). Vysledné zastoupeni produkti je zavislé jak na piesné hodnoté pH,
tak na teploté reak¢éni smési [19; 22]. Majoritnim vyslednym produktem je HA kratsi
0 jeden N-acetylglukosamin z redukujiciho konce, dale je reakce doprovazena vznikem
vedlejSich degradacnich produktd [7; 23]. Produkty alkalického peelingu 1ze rozd¢lit do
tti hlavnich skupin. Prvni tvofi zbytek nerozStépen¢é HA a HA kratsi
o0 N-acetylglukosamin (Obrazek 5), druhou ods$tépené molekuly N-acetylgukosaminu

a tfeti skupina zahrnuje nizkomolekularni vedlejsi degradacni produkty [22].

HO NaO
(@) 5 o
RO . NaOH, 105°C — o)
HO OR > :
K OH HO OR

Obrazek 3 B-eliminace kyseliny glukuronové pfi alkalické hydrolyze HA [7]
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Obrazek 5 Priklad vysledného chromatogramu po alkalické hydrolyze HA v 40mM
roztoku NaOH po dobu 30 minut [22]

(HA4 — ptivodni tetramer, HA3 — vznikly trimer)
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Blundell a Almond (2006) ve své praci popsali, Zze pii alkalickém peelingu
vznika kromé majoritniho degrada¢niho produktu A-N-acetylglukosaminu (Obrazek 6 1)
minoritné i smés stereoizomert (E)-3-dehydroxy-3-en-D-GIcNAc
a (E)-3-dehydroxy-3-en-D-ManNAc (Obrazek 6 1) [22] .

HO

Obrazek 6 Vedlejsi degradacni produkty po alkalické hydrolyze HA [22]

3.2.2 Degradace specificka

3.2.2.1 Engzymaticka degradace kyseliny hyaluronové

Klasifikace

Enzymy Stépici HA lze rozdé€lit do tfi zakladnich skupin. Jsou to enzymy
eukaryotni, o kterych je z velké ¢asti pojednano v piedchozi kapitole (3.1.3), a enzymy
prokaryotni a parazitarni [24]. Klasifikace hyaluronidas byla sestavena Meyerem
v sedmdesatych letech [25]. Tato klasifikace rozdélila enzymy S§tépici HA do tii
hlavnich tfid (Obrazek 7).
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Obrazek 7 Klasifikace hyaluronidas [25]

Prvni skupinou hyaluronidas jsou hyaluronat-4-glykanohydrolasy (ES
3.2.1.35), které stépi B-1,4 glykosidickou vazbu [26]. Mezi nejznaméjsi zastupce patii
enzymy testikularni (BTH — bovine testicular hyaluronidase), lyzosomalni
(B-glukuronidasa, B-N-acetyl-glukosaminidasa) a hyaluronidasy obsazené ve vcelim
a vosim jedu. Kromé HA mohou §tépit i dalsi glykosaminoglykany, jako je chondroitin
sulfat nebo dermatan sulfat [26; 27].

Druha skupina je reprezentovana hyaluronidasami vyskytujicimi se ve slinnych
Zlazach pijavic a méchovcu [10; 24]. Hyaluronat-3-glykanohydrolasy (EC 3.2.1.36)
Stépi B-1,3 glykosidickou vazbu, tak vznikaji fragmenty s glukuronovou kyselinou na

redukujicim konci [24].

Hyaluronidasy izolované z bakterii se nazyvaji HA lyasy (EC 4.2.2.1)
a degraduji molekulu HA B-eliminaéni reakci, ¢imZ vznika nenasyceny disacharid [28].
HA lyasy jsou produkovany mnohymi mikrobialnimi kmeny, jako jsou Clostridium,

Micrococcus, Streptococcus a Steptomyces [24; 29].
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Eukarvotni enzymy

Hlavni eukaryotni enzymy, které se v lidském organismu podileji na
metabolismu HA, jsou zminény v kapitole 3.1.3. Mechanismus piasobeni BTH
(viz Obrazek 7) [30].

DalSim vyznamnym zastupcem je enzym BTH (bovinni testikularni
hyaluronidasa), ktera byla po dlouhou dobu znama jako slozka extraktu hovézich nebo
ov¢ich varlat [31]. Vroce 1997 Meyer svou studii prokazal, Zze je BTH soucasti
transmembranového proteinu PH-20, ktery se podili svym sStépenim HA pii oplozeni
vajicka [32] (kapitola 3.1.3). Piipravky obsahujici BTH se pouzivaji v 1ékafstvi Casto
ve spojeni s kolagenasou k oddé€leni extracelularni matrix mezi buiikami Zivocisné
tkané. Timto postupem se uvolni zivotaschopné builkky pro pouziti v tkdnovych

kulturach [31; 33].

Prokaryotni enzymy

Mezi prokaryotické enzymy - lyasy patii bakterialni B-endoglykosidasy, které
specificky S$tépi B-1,4 vazbu HA iv jinych glykosaminoglykanech [24; 26]. Tyto
enzymy funguji na principu B-eliminace za vzniku nenasycené vazby. Pfitomnost
dvojné vazby mezi uhliky 4 a 5 umozZiuje stanovovat aktivitu enzymovych preparatt
pfimo spektrofotometricky. Stejné¢ snadnd metoda stanoveni aktivity neni pro
eukaryotni enzymy (hydrolasy) k dispozici [26]. Relativné snadné stanoveni aktivity
prokaryotickych enzymu poskytuje velké mnozstvi informaci a usnadiuje tak jejich
dukladnou charakterizaci [29].

Exoglykosidasy, které zahrnuji B-glukuronidasu a -N-acetyl-hexosaminidasu,
jsou vhodné k degradaci HA pfi odstraiovani jednotlivych monosacharidovych
jednotek [26]. Endolytické S$tépeni vytvaii nova substratova umisténi pro tyto
exoglykosidasy. Avsak piispévek k celkovému katabolismu HA u bakterii nebo jejich

eukaryotickych hostitelti neni zatim znam [26; 34].
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3.2.3  Izolace a vyroba HA

V soucasné dobé se HA wvyrabi relativné snadno a ve velkém méfitku
biotechnologicky s pouzitim geneticky modifikovanych bakterii péstovanych
ve velkoobjemovych fermentorech. Izolace HA z zivoc¢iSnych tkani se dnes prakticky,
vétsinou kvili etické otazce, nepouziva [35; 36]. V minulosti se pii takové izolaci HA
pouzivaly hlavné kohouti hiebinky, sklivec oka skotu nebo lidsky pupecnik (viz
kapitola 3.1.1). Nejen, ze tento postup byl velice Casové i finan¢né naro¢ny, ale ani

vytézky nebyly dostate¢né. [35].

Jako bakteridlni producenti HA se nejcastéji pouzivaji riizni zastupci rodu
Streptococcus, a to zejména zvifecich patogenil, kteti syntetizuji HA jako ochranu proti
rozpoznani imunitnim systémem hostitele [10; 36]. Jako prvni byly k pramyslové
produkci HA vyuzity oslabené kmeny Streptococcus zooepidemicus a Streptococcus
equi [36; 37]. Diky témto bakteriim jsou nékteré firmy schopné vyprodukovat az
nékolik tun HA ro¢né [38].

Dal$im slibnym organismem pro vyrobu HA je geneticky modifikovany kmen
Bacillus subtilis [39]. Do genomu této bakterie byl v laboratofi vlozen gen hasA,
kodujici enzym HA syntasu. Velikou vyhodou pouziti B. subtilis je nejen pomérné
nenaro¢na kultivace ve velkém méfitku ale, diky tomu, Ze tento kmen neprodukuje

zadné endo- ani exotoxiny, nemusi byt vysledny produkt slozité purifikovan [37; 38].

3.24  Vyznam a vyuziti HA

HA nachdazi diky svym vlastnostem Siroké uplatnéni nejen v biomedicinskych
aplikacich, ale napftiklad i1 v kosmetice a farmaceutickém prtimyslu. HA je vyjimecna
zejména pro své reologické vlastnosti, vysokou biokompatibilitu a viskoelasticitu
a schopnost vazat velké mnozstvi vody. Jelikoz je HA pfirozenou soucasti mnoha tkani,

pfi jeji aplikaci se nerozviji reakce imunitniho systému.

HA je tzce spojena s funkci oka. NejenzZe je soucasti epitelu rohovky, ale ma

také dulezité zastoupeni ve sklivci nebo slznych kanalcich [40]. Proto se, diky vysoké
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viskoelasticité, v oftalmologii vyuzivaji fyziologické roztoky HA. Uplatiuji se
napiiklad pfi operacich oka, kdy tvoii ndhradu sklivce, nebo jako ochranné medium oka

pii odstranovani Sedého zakalu nebo pii implantaci nitroo¢ni ¢o¢ky [35; 41].

Dalsi dulezitou oblasti pouziti HA je u pacientl s postizenim kloubt. Tato
onemocnéni postihuji hlavné starSi generaci a patii mezi n¢ revmatoidni artritida
a osteoartroza [42; 38]. Jedna se o degenerativni onemocnéni chrupavky, ktera
nejcastéji postihuji klouby kolenni a kycelni, mohou se vSak vyskytovat i v patefi nebo
Vv kloubech hornich koncetin [38]. Podobné jako u lidi se uplatiiuje injekéni aplikace
vysokomolekularniho HA piimo do kloubu (viskosuplementace) rovnéz ve veterinarni
mediciné [43]. Mezi nejCastéjsi pacienty patii dostihovi koné nebo velka plemena psi,
u kterych je frekvence kloubnich onemocnéni pomérné vysoka [44]. Firma Contipro
nabizi pro takova zvifata piipravek pro intraartikularni aplikaci (Bonharen) nebo

dopliikové krmivo pro koné s obsahem HA (Geloren) (Contipro Pharma a.s.).

Piipravky s HA se pouzivaji pfi hojeni ran. Lécba chronické rany je -na rozdil
od akutni- CastéjSi a vétSinou také komplikovanéj$i. Sviij podil na tom nese celkové
starnuti populace a stim spojené ubyvani HA v tkanich véetné kuze [45]. Dalsi
komplikace mohou nastat u pacientl S diabetem, ktefi maji zvySenou hladinu glukosy
v krvi. To vede k poskozeni cév i nervii v koncetinach a pfispiva K rozvinuti bakterialni
infekce [45; 46]. Pro lé¢bu syndromu diabetické nohy se velmi uspé$né pouziva
vyrobek Hyodine® (Contipro Pharma, a.s.), ktery krom& HA obsahuje komplex jodu

chrénici pfitomnou HA proti degradaci bakterialnimi enzymy.

Vrasky se objevuji v disledku ubyvani HA v ktzi béhem procesu starnuti [35].
Pouziti krémi s obsahem HA napomaha hydrataci pleti, navraci ji pruznost, a tim
snizuje hloubku vrasek. Po aplikaci na pokozku vznikd tenky film HA, ktery ma
schopnost na sebe vazat molekuly vody ze vzduchu, tim zajiStuje pleti dostatecnou
hydrataci po dlouhou dobu [38; 47]. Pfipravky s HA maji navic schopnost chranit
pokozku pied UV zafenim [48].

Své vyuziti nachazeji kromé vysokomolekularni HA i jeji fragmenty, které se
v organismu ucastni fyziologickych i patologickych procesti [34]. Jsou to biologicky
aktivni latky, které v t€le mohou ovliviiovat produkci cytokint, ¢imz se podileji na
aktivaci imunitni odpovédi [34; 49]. Specificka funkce HA fragmentt zavisi na jejich

molekulové hmotnosti. HA s molekulovou hmotnosti (My) 1000 kDa nebo vyssi jsou
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obecné zndmy jako inhibitory proliferace a migrace buné¢k, naproti tomu fragmenty HA
s nizkou My (3-300 kDa) obvykle podporuji bunéénou proliferaci a migraci, a podileji
se na prozanétlivych procesech [49; 50; 51]. Oligosacharidy HA nalézaji své uplatnéni
U piipravka pro ochranu a hydrataci kiize, také pomahaji zmirfiovat projevy procesu

starnuti [52].

3.3 Analyza Kkyseliny hyaluronové

3.3.1 Kapalinova chromatografie

Zakladnim principem kapalinové chromatografie je mnohonasobné opakované
ustalovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi, kdy stacionarni faze je vétSinou
sorbent tvofeny pevnymi ¢asticemi o rtizné velikosti a mobilni faze je kapalina [53; 54].
Nadavkovany vzorek je undSen mobilni fazi a pti prichodu ptes stacionarni fazi dochazi
K interakci funkénich skupin analytu s funkénimi skupinami sorbentu, tim dochazi
K retenci Castic analytu na koloné. Retence na koloné trva rizné dlouhou dobu a je
ovlivnéna funkénimi skupinami stacionarni faze a slozenim faze mobilni [54; 55].
ZjednoduSené lze fici, ze se jednd o rozdéleni slozek smési mezi dvéma fazemi
v zavislosti na afinit¢ analytu ke kazdé z nich. Kapalinova chromatografie se vyuziva
pfedevSim k separaci smési latek, které jsou net€kavé nebo malo tékavé a termicky

labilni [56; 54].

3.3.1.1 Kapalinovy chromatograf

Mobilni faze

Mobilni faze je Cerpana ze zasobniku pomoci ¢erpadla (Obrazek 8). Obvykle
prochazi filtrem umisténym pied Cerpadlem [56]. Slozeni mobilni fize muze byt
Vv pribehu analyzy konstantni — izokratickd eluce, kterou lze pouzit pro smési latek,
jejichz afinita ke stacionarni fazi (a z toho vyplyvajici retenéni ¢as) se pfilis nelisi [53;
56]. Pokud je analyzovana smés latek srozdilnou afinitou ke stacionarni fazi,

izokratickou eluci nelze dosahnout optimalniho rozdéleni v pfiméfeném case, proto je
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na misté zvolit eluci gradientovou, pfi které se k prvni mobilni fazi plynule pfimichava

faze druha s veétsi elucni silou. Vytvati se tak plynuly gradient mobilnich fazi [53; 56].

Cerpadlo

Ve vétsiné HPLC aplikaci se bézné pouzivaji pistova nebo membranova
Cerpadla, ktera dosahuji obvykle prutoku v rozsahu od stovek pl/min do desitek ml/min
pfi tlaku az 40MPa [57]. Dobré cerpadlo musi umoznovat konstantni tok mobilni faze

bez pulzace [55].

Aktudlnim trendem v instrumentdlnich metodach je rychlejsi a ucinné;jsi
analyza za spotieby co nejmensiho mnozstvi vzorku i reagencii. V chromatografii to

znamena pouziti UHPLC ¢erpadla, které je schopno vyvinout tlak az 130MPa [55; 57].

Davkovani vzorku

Davkovani vzorku probiha bud’ manudlné¢ pomoci injekéni stiikacky, kdy
ovSem muze byt komplikaci nedokonald zru€nost pracovnika a nastfiknuti nechténé
vzduchové bubliny, nebo automatizované s vyuzitim automatického davkovace
(autosampleru). Ten je vétSinou slozen z pohyblivé jehly spojené s davkovaci smyckou
a plata pro umisténi vialek se vzorkem [54]. Nastiik je fizen ovladacim softwarem, ve
kterém se zadavaji soufadnice pfislusné vialky a poZadovany objem nastfikovaného
vzorku. U kapalinovych chromatografi typu HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography) se pouziva davkovani pomoci vicecestného ventilu S piipojenou
davkovaci smyckou [54; 57; 58]. V praxi se vétSinou setkame se Sesticestnym nebo
sedmicestnym ventilem. Davkovany objem je dan velikosti smycky — jednotky

az stovky ul [56; 54].

Kolona — stacionarni faze

Chromatograficka kolona je kovova (ocel, nerez) nebo sklenéna trubice riizné
délky a pruméru, ktera je naplnéna stacionarni fazi (Obrazek 8) [58]. Napln je tvoiena
malymi sférickymi casticemi o velikosti 1,7-10 pm [57; 58]. Kovové kolony jsou
vétSinou plnéné a testované piimo vyrobcem, zatimco sklenéné kolony se mohou plnit
sorbentem piimo v laboratofi. DlleZité je rovnomérné a homogenni rozloZeni sorbentu

v koloné [53; 57].
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Separace jsou zalozeny na povrchovych interakcich sorbentu a analytu, proto je
vybér stacionarni faze klicovy. Vétsina pouzivanych sorbentl je zaloZena na bazi oxidu
kiemicitého (silica), ktery je chemicky inertni a mé& dobré chromatografické
a mechanické vlastnosti. Dostupné jsou ale i staciondrni faze na bazi oxidu hlinit¢ho
(alumina), oxidu zirkonicitého (zirconia), oxidu titani¢itého (titania) nebo organickych
polymert [57]. V zavislosti na typech ligandi navazanych na povrch castic lze
stacionarni faze rozd¢lit na faze s polarnim, nepolarnim (reverznim)(3.3.1.2), iontovym
nebo chirdlnim charakterem [56; 57]. U gelové permeaéni chromatografie je pouzivan
gelovy sorbent, ktery vytvoii tzv. molekulové sito, a slozky smési jsou rozdélovany

na zakladé velikosti molekul [54; 57; 58].

Stacionarni faze pfti ionexové chromatografii - ionexy maji na svém povrchu
chemické skupiny nesouci ndboj. lonexy rozdélujeme podle nédboje na anexy nesouci
na povrchu kladny néboj a pfitahujici tak anionty a katexy se skupinami nabitymi
zaporné a pritahujici kationty [56]. Pti separaci dochazi k reverzibilni vyméné iontl ze
vzorku s ionty elektrostaticky vazanymi k pevnému chemicky inertnimu podkladu. Tyto
stacionarni faze nachazeji své uplatnéni pii separaci nabitych i amfoternich latek, které
ziskavaji naboj pfi zméné pH [56; 58]. lonexy se pouzivaji pro separaci smési

aminokyselin, peptidd nebo oligosacharida [59; 60].

Trendem posledniho desetileti je pouZivani tzv. monolitickych kolon. Sorbent
je tvofen poréznim monolitickym materidlem (cela kolona se chova jako jedina porézni
Castice), ktery obsahuje dvé velikosti port [57; 61]. Makropory (pramér fadoveé pm)
snizuji odpor stacionarni faze, a tim umoznuji pouZiti vyssich pritoktt mobilni faze bez
nartstu tlaku na kolon&. Mezopory (prumér fadové desitky nm) zvétSuji aktivni povrch

pro separaci, ¢imz zvysuji t¢innost separa¢niho procesu [57].

Detektor

Pratokovy detektor je pfipojen na vystupu kolony (Obrazek 8). Velka
dialezitost je kladena na citlivost, robustnost a stabilitu detektoru, nebot’ na téchto
vlastnostech zavisi vysledek analyzy [53; 58]. V minulosti byl signal detektoru sniman
zapisovacem, dnes je cely pfistroj vcetné¢ detektoru ovlddan pocitatem
s chromatografickym softwarem, ktery slouzi k vyhodnocovani vysledkii a dal§imu

zpracovavani dat [53].
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Pro svou jednoduchost a dostate¢nou citlivost je nejpouzivanégjsim detektorem
spektrofotometr neboli UV-VIS detektor [58]. Pracuje na principu interakce latek
s elektromagnetickym zafenim v UV nebo viditelné oblasti spektra a méti absorbanci
eluatu vychazejiciho z kolony. Jednodussi spektrofotometry méii pouze pii jedné
vlnové délce, ty slozit€jsi ji mohou meénit pomoci monochrométoru nebo diky
diodovému poli méfit celé spektrum v zadaném rozmezi vinovych délek (DAD — Diode
Array Detector) [56; 57]. Podminkou pro pouziti spektrofotometrického detektoru je,
aby meéfeny analyt absorboval zareni 0 zadané vinové délce. Absorbance zavisi na
vlnové délce a na pfitomnosti funkénich skupin analytu a podle Lambert-Beerova

zakona je ptimo imérna koncentraci latky ve vzorku [53; 54; 58].

Druhym nejpouzivanéj§im je detektor fluorescencni. Jednd se o detektor
vysoce selektivni, jelikoz 1ze analyzovat latky pouze piimo fluoreskujici nebo latky,
které fluoreskuji po derivatizaci s vhodnym ¢inidlem [58]. V prvni fazi je molekula
vzorku excitovdna (pfevedena do excitované¢ho stavu) absorpci elektromagnetického
zateni, které poskytuje vnéjsi zdroj. Ve druhé fazi je piebyteCna energie vyzafena
vV podobé emisniho zafeni a detekovana fluorimetrem. Intenzita emisniho zafeni je

ptimo umérna koncentraci fluoreskujici latky ve vzorku [54; 56].

Dale se vkapalinové chromatografii pouzivaji detektory hmotnostni
(viz kapitola 3.3.2), detektory zalozené na elektrochemickych dé&jich (konduktometr,

potenciometr nebo ampérmetr) nebo refraktometricky detektor [54; 58].
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Obrazek 8 Schéma kapalinového chromatografu (HPLC)

(pfevzato z manualu SHIMADZU LC-10ADvp)

3.3.1.2 Kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Béhem vyvoje chromatografie bylo vyuziti normdlnich fazi potladeno ve
prospéch chromatografie na reverznich fazich, a to hlavné kvili Sir§Simu rozsahu pouziti
a vetsi robustnosti [53]. Hlavni nevyhodou normalnich fazi je vysoka povrchova

aktivita a kyselost silikagelu, coz vede k problémové analyze bazickych vzorku [57].

Kapalinova chromatografie na reverzni fazi se principidlné nelisi od klasické
chromatografie. Nejvetsi rozdil je ve slozeni mobilni a staciondrni faze, kdy u reverzni
chromatografie ma stacionarni faze nepolarni charakter a mobilni faze polarni. Zaklad
reverzni faze tvofi silikagel, na kterém jsou navazany postranni fetézce tvorené 1 — 30

uhliky [57]. Mobilni fazi jsou vétsinou vodné roztoky.

Reverzni faze jsou dneS nejpouzivanéj§imi stacionarnimi fazemi ve spojeni
s HPLC. Nejpopularnéjsi se staly reverzni faze s uhlikatym fetézcem C18 nebo ODS
(oktadecylsilikagel) [53; 62].
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3.3.1.3 Gelova permeacni chromatografie

Pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC; Obrazek 9) jsou latky
rozdélovany na zaklad¢ jejich velikosti a tvaru [58]. Stacionarni faze ma podobu gelu
atvori tzv. molekulové sito, které je sloZzeno ze sférickych cCastic. Tyto Castice jsou
inertnimi polymery, které s molekulami vzorku neinteraguji, a obsahuji pory o znamé
velikosti udavané jako prahova hodnota molekulové hmotnosti (cutoff) obvykle
Vvrozmezi 5 az 20 pum. [56; 58; 63]. Pii prichodu pfes molekulové sito jsou malé

molekuly zadrzovany delsi dobu, nebot’ vstupuji do vSech pori sorbentu, zatimco velké

vvvvvv

Nejcastéji se pti GPC voli hydrofilni gely na bazi agarosy, dextranu nebo
polyakrylamidu. Ptfed separaci je nutné zvolit spravny gel pro dany vzorek, protoze
kazdy gel obsahuje pory riznych velikosti, tzv. frakciona¢ni rozsah gelu [56; 63].
Mohlo by pak dojit k tomu, ze vlivem Spatné zvolené¢ho gelu se vzorek vitbec nerozdéli

a v§echny molekuly budou vychazet z kolony ve stejném retenénim case [56; 58].

Kvalitu separace pomoci GPC lze ovlivnit vhodnym zvolenim podminek, mezi
néz patii staciondrni faze — gel se spravnymi velikostmi pérl, vySka sloupce gelu,
objem davkovaného vzorku a pratok mobilni faze [56]. Podstatny vliv na spravnost
separace ma i koncentrace vzorku. Pied separaci je nutné vzorek dostatecné natedit, coz
je zejména dulezité u vzorkl vysokomolekularni HA, kterd svodou tvoii vysoce
viskozni roztoky. Pravidlem je, Ze objem vzorku, ktery je na kolonu nastfikovan,
by nemél ptesahnout 1-5% objemu loze gelového sorbentu. Pro optimalizaci separace

viskoznich vzorkt se doporucuje snizeni pritoku mobilni faze [56; 63].

GPC se v praxi vyuziva pro odsolovani vzorkli polysacharidi, nukleovych
kyselin nebo proteinti, své uplatnéni ma i pii frakcionaci smési [63]. Diky tomu, ze
castice vzorku sgelem chemicky neinteraguji, je zachovana biologicka aktivita
a dochézi k minimalnim ztratdm vzorku, cozZ je vyznamnou vyhodou GPC oproti jinym

typtim chromatografie [56; 63].
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Obrazek 9 Schéma gelové permeaéni chromatografie [64]

3.3.2  Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS - mass spectrometry) je citliva a selektivni
analytickd metoda, kterd podava informaci o molekulové hmotnosti, elementarnim
slozeni a zastoupeni izotopu ve studovaném vzorku [58; 65]. Zakladnim principem je
prevedeni neutralnich molekul na ionty a jejich rozliSeni podle poméru hmotnost/ndboj
[56; 58; 65]. Hojn¢ se MS vyuziva jako detektor pro plynovou nebo kapalinovou
chromatografii [65].

lontovy zdroj

Iontovy zdroj slouZzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité Castice.
Ziejm¢ nejCastéjSim typem iontového zdroje pouzivanym pro piimé spojeni
s kapalinovym chromatogramem je ESI (ionizace elektrosprejem), kdy je analyt
rozpustény ve vhodném eluentu ptivadén kovovou kapilarou do iontového zdroje [65].
Na kapiléaru je vloZeno napéti (3-5kV). Vzorek je undSen nosnym plynem (nejcasteji

dusikem) a na vystupu z kapilary vznikaji kapicky, které nesou velké mnozstvi naboju.
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Postupnym odparovanim rozpoustédla a vlivem koncentrace souhlasné nabitych iontil
vzorku dojde ke coulombické explozi a uvolnéni jednotlivych iontd (Obrazek 10) [65;
66]. ESI se nejéastéji spojuje s hmotnostnimi analyzatory nepfili§ naro¢nymi na kvalitu

vakua — napiiklad s kvadrupdlem nebo iontovou pasti [65].

Pti pouziti laserové desorpce za ucasti matrice (MALDI) je vzorek smisen
s vhodnou matrici, ktera se podili na ionizaci analytu [65; 67]. Puls laserového zateni je
matrici absorbovan, dochazi K pfenosu energie, ionizaci a desorpci iontd vzorku.

MALDI vétSinou pracuje v kombinaci s TOF (time of flight) detektorem [67].

Dalsi volbou muze byt chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI),
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) nebo elektronova ionizace (EI), ktera patii

mezi tvrdé ioniza¢ni techniky [58; 65].

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte

Spraying nozzle

C !
i +(®)+
+ + & + o+ o
ELENE/C) SR SRV
i + + + T o
45 +++4 +®+ +
7% -

+
Charged parent T

Charged progeny
droplet

5 Iroplets
Charged droplet at dropiet
the Rayleigh limit

Power supply
+ve —ve

Obrazek 10 Schéma procesu ionizace elektrosprejem [65]

Taylor cone

Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator slouzi k rozdéleni iontd podle jejich poméru m/z
(hmotnost/naboj) [58; 65]. Je umistén za iontovym zdrojem a pted detektorem. Separace

probih4 za vysokého vakua (107 — 10"°Pa) [58].

Velkou skupinu tvofi analyzatory kvadrupdlové. Kvadrupdl je tvofen Ctyfmi
ty¢emi, na které je vkladano stiidavé elektrické napéti. V danou chvili je frekvence
stiidavého napéti takova, ze po stabilni trajektorii se v ném miiZze pohybovat pouze iont
s ur¢itou hodnotou m/z, takovy iont kvadrupolem projde, ostatni ionty jsou vylouceny
[56; 65]. Plynulou zménou frekvence sttidavého napéti (skenovanim) postupné projdou

na detektor ionty se v§emi hodnotami m/z v nastaveném rozsahu [58; 65]. Kvadrupol je
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pravdépodobné nejrozsifenéjsi hmotnostni analyzator diky pomérné nizké potfizovaci

cené, nevyhodou vsak je niz$i hmotnostni rozliseni [65].

V priletovém (TOF — time of flight) analyzétoru jsou ionty rozdélovany podle
doby pruletu od zdroje k detektoru [65; 68; 69]. Urychlené ionty se pohybuji riznou
rychlosti v zavislosti na hodnot¢ m/z, tato hodnota se vypocita ze zméteného ¢asu. lonty
s men$i hodnotou m/z o stejné kinetické energii se pohybuji rychleji a dostanou se
na detektor dfive [68]. Jak jiz bylo zminéno dfive, analyzator doby letu se pouziva ve
spojeni s MALDI [65; 69].TOF analyzatory dosahuji po ICR (iontova cyklotronova

resonance) nejvyssiho hmotnostniho rozliseni [68].

V poslednich letech se V laboratofich rozmaha trend tzv. tandemového
usporadani. Jedna se o spojeni vice analyzatorti za sebou. Typické jsou kombinace dvou
kvadrupéli, kvadrup6lu a pruletového analyzatoru, iontové pasti s iontovou

cyklotronovou rezonanci a dalsi [65].

Detektor

Ionty separované ve hmotnostnim analyzatoru jsou zaznamenany detektorem
asignal je prevadén do digitalni podoby. V elektronovém nasobici ionty dopadaji
na povrch elektrody, ze které vyrazi elektrony, ty jsou dale zesileny dynodovym
systémem [56; 65]. Na podobném principu pracuje fotonasobic¢ S tim rozdilem, Ze ionty
dopadaji na fosforovou desti¢ku, energie se uvolni ve formé fotonu, ktery je opét zesilen
dynodami [56]. Ve Faradayov¢ kleci dopadnou ionty na sbérnou elektrodu, na které je

rezistorem méfen Ubytek napéti, ten je imérny poc¢tu dopadajicich iontd [56; 65].

3.3.3  Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Zpocatku naSla NMR (nukledrni magnetickd rezonance) své uplatnéni pouze
Vv oblasti fyziky. AZ po pochopeni zavislosti chemické struktury s tvarem NMR signali
se prosadila tato metoda strukturni analyzy i v chemii [70]. Pouziva se pro stanoveni

struktury zejména malych organickych molekul. Dalsi aplikace magnetické rezonance
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je v medicing, kde plni funkci neinvazivni diagnostické metody (viz Obrazek 11) [56;
70].

NMR spektrometrie lékarstvi

biologie

ek,

chemie

80-90- leta

soucasnost

Obrazek 11 Historicky pohled na uplatnéni NMR technologie v oblastech védy [70]

Zakladnim principem NMR je interakce atomového jadra a magnetického pole
[56; 70]. Atom musi spliiovat podminku nenulového jaderného spinu, jehoz hodnota
souvisi s poftem protont a neutronti v jadie [70]. NMR studuje rozdéleni energii
jaderného spinu v magnetickém poli a s nim spojené ptechody mezi spinovymi stavy.
Pfechod mezi témito hladinami lze vyvolat absorpci kvanta elektromagnetického zatreni
[56; 70].

NMR spektroskopie vyuziva vlastnosti atomu vodiku, jehoZz atomova jadra,
ktera diky svému vysokému gyromagnetickému poméru a témét 100% piirozenému
izotopovému zastoupeni, jsou viubec nejcitlivéjsi k NMR experimentim [70]. Odezva
spind vodikovych jader na excitaci je nejvétsi a pritomnost vodikového atomu tak lze
ve struktute molekuly vystopovat i na relativné velkou vzdalenost [70]. Ze zmé&feného

spektra pak miZeme vy¢ist intenzitu signalli, chemické posuny protonil a interakce mezi

nimi [56; 70].

29



4

EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

ot Znacka/ , ,
Chemikalie nazev skratka Vyrobce Poznamky
kyselina Sigma-Aldrich,
chlorovodikova HC S.r.o. ACS reagent
. , Sigma-Aldrich, | Cistota>98 %; ACS
hydroxid sodny NaOH Sro. reagent
——— - o - o
kyselina mravengi HCOOH Sigma-Aldrich, | ¢istota 98 - 100 %;
S.I.o. ACS reagent
Sigma-Aldrich, Cistota > 99,9 %
methanol CH;OH S.r.0. gradient grade
acetonitril CHsCN Slgmg-rAgldrlch, &istota > 99,9 %
Kyselina 1 op ooy | Sigma-Aldrich, | e > 999
trifluoroctova S.r.o.
. . . . z firemniho rozvodu,
demineralizovana H,0 Contipro dbérové mi
voda 2 Biotech s.r.0 odberove misto
T Vv laboratoti E239
Contipro Cistota > 95 %, Sarze
tetramer HA HA4 Biotech, s.r.o. OS - 051012
Contipro Cistota > 95 %; Sarze
tetramer HA HA4 Biotech, s.r.o. SH4-170812
oo _— . " .
hydrogenuhlrlatan NH,HCO; Sigma-Aldrich, Cistota > 99,0 %,
amonny S.r.0. Reagent Plus
hydrogenfosfrorecnan NaH,PO, Sigma-Aldrich, Sistota 98 — 100%
sodny S.r.o.

4.2 Pristroje

Kapalinovy chromatogram Acquity H-class s PDA detektorem, Waters;
Milford; CT, USA

Kapalinovy chromatogram Shimadzu sloZeny z modul: SLC-10A VP, SPD-
20A, SIL-10AP, LC-8A, Shimadzu corporation; Kyoto, Japonsko

Kapalinovy chromatograf Alliance s UV/VIS detektorem, Waters; Milford,
CT, USA
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Vakuova odparka Rotavapor R-210, BUCHI; Flawil, Svycarsko
Kapalinovy chromatogram Acquity S hmotnostnim detektorem Synapt
HDMS, Waters; Milford, CT, USA

Lyofiliza¢ni jednotka Alpha 2-4 LSC, Christ; Osterode am Harz, Némecko

4.3 Metody a postupy

4.3.1 Priprava vedlejSich degradacnich produkti Kkyseliny hyaluronové
alkalickou hydrolyzou (peelingova reakce)

4.3.1.1 Optimalizace podminek stépeni

Bylo pfipraveno 27 vzorku tetrameru HA (Sarze OS-051012; Contipro)
0 koncentraci 4 mg/ml. Rozpoustédlem byl zvolen hydroxid sodny ve tfech riznych
koncentracich: 1 M, 0,5 M a 0,1 M. Pro objem hydroxidu 5 ml bylo navazovano

20 £+ 0,2 mg tetrameru.

Optimalizace probihala za odliSnych podminek u kazdé trojice z 27 vzorki.
Lisila se vzdy koncentrace hydroxidu a teplota reakce. Tti ruzné teploty byly zvoleny
dle moznosti laboratote: teplota klimatizované laboratofe (21°C), chladni¢ka (6°C)
avodni lazen (39°C). Reakce byla zastavena neutralizaci pomoci kyseliny
chlorovodikové (pH 6-7) u vzorki zvodni lazné a z laboratofe po 30 minutach,

u vzorkt z lednice po 24 hodinach.

Slozeni smési po alkalické hydrolyze bylo analyzovdano metodou HPLC
na piistroji Acquity (Waters) s UV detekci pfi 210 nm. Analyza probihala pii 30°C
s pouzitim kolony Luna NH; (250 x 4,6 mm) od firmy Phenomenex. Analyty byly
eluovany pfi pritoku 1 ml/min gradientem 2 mobilnich fazi: A) 16 mM NaH,PO, a B)
0,4 M NaH,PO,. Prubeh gradientové eluce byl proveden podle programu (viz Tabulka
1). Celkova doba analyzy byla 35 minut. Objem nastfiku vzorku byl 30 pl. Data byla

vyhodnocena syst¢émem Empower (Waters).
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Tabulka 1 Gradientova eluce pii HPLC analyze na koloné Luna NH;, (Phenomenex)

Mobilni | Mobilni
faze A faze B

0 min 97,5% 2,5%

Cas

20 min 40% 60%
22 min 0% 100%
23 min 0% 100%
24 min 75% 25%

25 min 97,5% 2,5%

Hodnotila se podobnost chromatogramu (pocet a retencni asy pikli) vii¢i smesi
po standardnim peelingu (0,01 M NaOH / 4 hod pfi laboratorni teploté) tak, aby se
maximalizovaly plochy pika vedlejSich degrada¢nich produkti — tedy jinych produktt
nez jsou zbytkovy HA4 a majoritné vznikajici HA3, ale zaroven aby nevznikaly jiné

produkty (dals$i piky v chromatogramu) neZ pfi standardnim peelingu.

4.3.1.2 Stépeni HA za optimalizovanych podminek
Bylo navaZzeno 3x 14 tetrameru HA (Sarze SH4-170812, cistota > 95%);
Contipro). Ke kazdé navazce bylo ptidano 250 ml 0,1M roztoku hydroxidu sodného

a po 30-ti minutach byla reakce ukoncéena neutralizaci kyselinou chlorovodikovou.

Tento postup byl kvili nizkym vytéZzkim pivodni reakce opakovan jesté
jednou s navazkou HA 1,695 g (tetramer HA, Sarze SH4-170812, Cistota > 95 %;

Contipro). Nasledujici kroky se shodovaly s ptedchozim experimentem.

4.3.2 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie probihala na HPLC systému znacky
Shimadzu sUV detekci pii 210 a 232 nm, s pouzitim kolony ECO 132304
(25 x 1000 mm) od firmy YMC a sorbentu Bio-Gel P2 fine (45 — 90 pum) od firmy
Bio-Rad pfii pratoku 1 ml/min. Latky ve vzorku byly eluovany izokraticky mobilni fazi
50 mM (NH4)HCO:s.

Vzorek byl davkovan v objemu 2,5 ml pomoci injekéni stiikacky. Eluce

vétsich molekul (molekuly trimeru a tetrameru HA) probihala od 150 do 220 minuty.
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Sbirana byla druha frakce (molekuly vedlejsich degradacnich produktil) S retencnim

casem od 350 do 420 minuty.

Sesbirané frakce 0 objemu asi 240 ml byly odpafeny na vakuové odparce
Rotavapor R-210 (vyrobce BUCHI) pfi tlaku v rozsahu 25 az 50 mbar za teploty vodni
lazne 40°C.

4.3.3 Separace na reverzni fazi (RP-LC)
4.3.3.1 Optimalizace podminek separace

Optimalizace podminek separace frakci vedlejSich degradacnich produkti HA
probihala na HPLC systému Alliance s UV detekci pii 210 a 232 nm (Waters),
S pouzitim kolony Jupiter 4u Proteo 90A (250 x 4,60 mm) pfi gradientové eluci podle
programu (viz Tabulka 2). Optimalizovany byly teplota kolony, sloZeni a rychlost

pratoku mobilni faze.

Tabulka 2 Gradientova eluce pti optimalizaci podminek RP-HPLC separace

Cas Mobilni Mobilni
faze A faze B
0 min 100% 0%
3 min 100% 0%
33 min 85% 15%
35 min 20% 80%
36 min 100% 0%
41min 100% 0%

Slozeni mobilnich fazi

Bylo testovano ritizné slozeni mobilni faze. Jako kysely modifikator vodné
slozky byla zvolena kyselina mravenci nebo trifluoroctova kyselina. Organickou slozku
mobilni faze tvofil methanol nebo acetonitril (viz Tabulka 3). Separace prob&hla za
vSech kombinaci kyselé a organické slozky mobilni faze. Déavkovano bylo 10 pl vzorku

pfi pratoku 1 ml/min a gradientu mobilnich fazi (viz Tabulka 2).
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Tabulka 3 Kombinace mobilnich fazi pti optimalizaci

Mobilni faze A Mobilni faze B

0,1% kyselina

o 100% methanol
mravenci

0,1% trifluoroctova
kyselina
0,1% kyselina
mravenci

100% methanol

100% acetonitril

0,1% trifluoroctova

. 100% acetonitril
kyselina

Vysledné chromatogramy byly porovnany. Hodnoceno bylo rozliseni, které

bylo vypocitano dle vzorce:

R = 2 (Vr2- VRr1)
S —
Wp2t Wh1

Rs — hodnota rozliSeni; Vg ro— retenéni Cas piku 1,2; Wy, p; — Sitka piku 1,2

RozliSeni je veli¢ina bezrozmérna a vétsi hodnota Rs znamena lepsi separaci.

Teplota

Analyza byla provedena pii teplotach 25, 30, 35, 40, 45 a 50°C. Davkovano
bylo 10 pl vzorku, separace probihala gradientovou eluci dvou mobilnich fazi: A) 0,1%

HCOOH a B) 100% methanol dle programu (viz Tabulka 2).

Hodnoceno bylo rozdéleni jednotlivych slozek smési, slévani sousedicich pikd,
ostrost a tvar pikd. Vysledna teplota byla stanovena podle nejvyssi hodnoty rozliSeni

dvou sousedicich piki.

Rychlost prutoku

Separace probihaly pii pratoku 1 ml/min, 0,8 ml/min a 0,6 ml/min
gradientovou eluci dvou mobilnich fazi (viz Tabulka 2). Mobilni faze A) 0,1% HCOOH
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a mobilni faze B) 100% methanol. Davkovano bylo 10 ul vzorku, teplota kolony byla
25°C.

Vysledné chromatogramy byly hodnoceny z hlediska w¢innosti separace.
Ze dvou sousedicich pikti byla vypocitana hodnota rozliSeni, u které plati, ze ¢im je

vys$i, tim je separace u¢inngjsi.

4.3.3.2 Separace za optimalizovanych podminek

Separace jednotlivych frakci vedlejSich degradac¢nich produktl a jejich sbirani
probihalo na HPLC systému Alliance s UV detekci pii 210 a 232 nm a se sbéracem
frakci WFCIII (rack se zkumavkami o objemu max. 20 ml) (Waters). Davkovano bylo
50 wul vzorku. Pritok mobilni faze byl 4,5 ml/min a gradient naprogramovany dle
Tabulky 2. Pro preparativni ucely byla pouzita totozna kolona Jupiter 4u Proteo 90A
s vétsim pramérem (250 x 10,00 mm). Pro dosazeni ekvivalentni separace se prutok

mobilni faze vypocetl dle vzorce:

prittok na anal kolong () *(primér prep kolony (mm))?

ratok MF preparace (ml/min) =
P prep ( ) prumér anal kolony 2(mm)

* 2

) 1* 10 .
prutok MF preparace (ml/min) = 16 - 4,73 ml/min

Sbirano bylo celkem 8 frakci — tedy 8 nejvétSich pikd chromatogramu.
Separace byla opakovéna, dokud nebyl spotfebovan veskery vzorek, a odpovidajici
frakce byly spojeny. Po ukonceni separace byly spojené frakce odpafeny na vakuové
odparce Rotavapor R-210 (Biichi) pfi tlaku 25 az 50 mbar a pii teploté lazné 40°C.
Rezidua kyseliny mraven¢i z mobilni faze byla odstranéna opakovanym promyvanim

odparky demineralizovanou H,0.

4.3.4 Lyofilizace

Vzorky byly po odpafeni rozpuStény v malém mnozstvi demineralizované
vody a preneseny na Petriho misky a zmrazeny. SuSeni probihalo na lyofiliza¢ni
jednotce Alpha 2-4 LSC (Christ) pii teploté¢ -80°C a tlaku 4 mbar. Poté byly vzorky

zvazeny.
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4.3.5 ldentifikace vzorku pomoci LC-MS (liquid chromatography - mass
spectrometry)

LC-MS identifikace vedlejSich degradacnich produktli hyaluronanu byla
provedena na Acquity UPLC s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru Synapt
HDMS (Waters). Separace probihala pfi laboratorni teploté na koloné Jupiter 4u Proteo
90A (250 x 4,6 mm) od firmy Phenomenex. Analyty byly eluovany pii pritoku
0,5 ml/min gradientem 2 mobilnich fazi: A) 0,1% HCOOH ve vod¢ a B) 100%
methanol. Gradientova eluce probihala podle nasledujiciho programu (viz Tabulka 4).
Celkova doba analyzy byla 50 minut. Objem nastfiku vzorku byl 5 pl. Data byla
vyhodnocovana v softwaru MassLynx (Waters).

Tabulka 4 Gradientova eluce pti LC-MS analyze

Cas Mobilni | Mobilni
faze A faze B
0 min 100% 0%
5 min 100% 0%
20 min 70% 30%
35 min 5% 95%
38 min 5% 95%
40 min 100% 0%
Hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem pracoval

vV negativnim modu. Eluat z kolony byl do zdroje spektrometru ptivadén piimo
po HPLC separaci. Rychlost sbéru dat byla 1 scan/s. Jako susici (50 I/hod)
a desolvatacni (700 1/hod) plyn byl pouzit dusik. Napéti na kapilate bylo 2,7 kV. Téleso
iontového zdroje bylo vyhfivano na 100°C, desolvata¢ni plyn mél teplotu 250°C.
Pro kazdy vzorek se méfeni provadélo v rozsahu od 50 do 2000 m/z. Pii MS/MS
analyzach byla pouZita rampa koliznich napéti 15 — 30 V. Transferové napéti v kolizni
cele bylo nastaveno fixné na 4 V. Jako kolizni plyn byl pfi MS/MS analyze pouzit

argon.
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4.3.6 Analyza pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR)

Strukturni analyza pomoci NMR se provadéla tak, jak je popsano ve ¢lanku

Smejkalové a dalgich z roku 2012 [18].

4.3.7 Testy viability

Testy cytotoxicity vedlejsich degrada¢nich produktd byly provedeny na
nekolika bunécnych liniich sledovanim viability bunék. Testy byly provedeny
pracovniky firmy Contipro (skupiny Fyziologie buiky) pod vedenim Mgr. Kristiny

NesSporove.
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace
5.1.1 Optimalizace podminek alkalické hydrolyzy kyseliny hyaluronové
Podminky byly optimalizovany tak, jak je popsano v kapitole 4.3.1.1.
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Obrazek 12 Chromatogram po peelingové reakci, ktera probéhla pii laboratorni teploté
S pouzitim hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 M. Analyza byla provedena na koloné
Luna NH, s UV detekei pti 210 nm.
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Obrazek 13 Chromatogram po peelingové reakci, ktera probéhla pii laboratorni teploté
s pouzitim hydroxidu sodného o koncentraci 0,5 M. Analyza byla provedena na koloné
Luna NH, s UV detekei pti 210 nm.
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Obrazek 14 Chromatogram po peelingové reakcei, ktera probéhla pti laboratorni teploté
s pouzitim hydroxidu sodného o koncentraci 1 M. Analyza byla provedena na koloné
Luna NH; s UV detekei pti 210 nm.

Chromatogramy vzorki po alkalické hydrolyze tetrameru HA za ruznych
podminek (Obrazek 12; Obrazek 13; Obrazek 14) byly porovnany s chromatogramy
produktti standardniho peelingu (0,01 M NaOH / 4hod pii laboratorni teplot¢).
Hodnocen byl pocet a plochy piki. Pfi pouziti hydroxidu o vyssi koncentraci (Obrazek
13; Obrazek 14) byly pozorovany piky, které se pfi standardnim peelingu nevyskytuji.
Pti peelingu v hydroxidu o koncentraci 0,1 M (Obrazek 12) se naopak pocet pikt viuci
standardnimu peelingu nezménil, ale zvétSily se plochy piki VDP, proto byla tato

koncentrace hydroxidu pouzita pifi nasledném peelingu terameru HA.

5.1.2 Optimalizace podminek separace kapalinové chromatografie na reverzni
fazi (RP-LC)

Gradient mobilnich fazi

Optimalizace probihala tak, jak je popsano v kapitole 4.3.3.1. Vysledné
chromatogramy byly porovnany. Hodnotila se vypocitand hodnota rozliseni jedinych
dvou pika, které se vyskytovaly samostatné pfi separacich za vSech podminek (Tabulka
5). Nejlepsi separace bylo dosazeno v gradientu, kde vodnou slozku tvorila 0,1%

kyselina mravenci a organickou slozku 100% methanol (Obrazek 15).
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Tabulka 5 Vypocitana rozliseni pfi optimalizaci slozeni mobilni faze

Slozeni Retenéni'éas piku Sirka pik (sec) Rozlieni
mobilni faze (min)
16,928 35,000
MeOH + FA '
22,926 44,500 205
16,613 56,500
MeOH + TFA !
) 22,842 66,500 0,08
15,411 75,500
+
ACN + FA 20,556 74,500 4,12
17,161
ACN + TFA 33,500 7,58
21,332 32,500

MeOH — methanol, FA — kyselina mraven¢i, TFA — kyselina trifluoroctova, ACN — acetonitril
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Obrazek 15 Chromatogram smési VDP ziskanych po peelingové reakei tetrameru HA.
Analyza byla provedena na kolong Jupiter 4u Proteo 90A s UV detekci 210 nm pti eluci
gradientem methanolu v 0,1% kyseliné mraven¢i podle programu (Tabulka 2).

Teplota

Optimalizace teploty probéhla tak, jak je popsano v kapitole 4.3.3.1

Nejlepsi rozdéleni prob&hlo pfi nejnizsi testované teploté 25°C (Obrazek 16).
S rostouci teplotou dochazelo ke slévani sousednich pikti (Obrazek 17), tedy Kk horsi
separaci. Nejucinnéjsi separaci pii 25°C potvrdila i nejvyssi hodnota rozliSeni (Tabulka
6).
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Tabulka 6 Vypocet rozliSeni pfi optimalizaci teploty kolony

Teplota Retencni Cas pikt

kolony (min) Sitka piki (sec) Rozliseni
259C 16,938 33,500 6 44
23,019 53,000
16,572 35.500
30°C ’ ! 7,81
22,56 56,500 ’
15,693 43,000
35°C 6.30
21,362 65,000
o 14,727 34,000
e 20,138 60,000 6,91
o 13,724 66,000
e 18,892 34,000 6.20
12,678 50,500
50°C 6,31
17,62 43,500
2.00 é
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o | o 7 | |
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Obrazek 16 Chromatogram smési VDP ziskanych po peelingové reakei tetrameru HA.
Analyza byla provedena na koloné Jupiter 4u Proteo 90A s UV detekci 210 nm pti eluci
gradientem methanolu v 0,1% kyselin¢ mravenéi podle programu (Tabulka 2) a pfi

teploté kolony 25°C.
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Obrazek 17 Chromatogram smési VDP ziskanych po peelingové reakci tetrameru HA.
Analyza byla provedena na koloné Jupiter 4u Proteo 90A s UV detekci 210 nm pii eluci
gradientem methanolu v 0,1% kyselin¢ mraven¢i podle programu (Tabulka 2) a pfi
teploté kolony 45°C.

Rychlost pritoku

Optimalizace rychlosti pritoku probéhla za podminek popsanych v kapitole
4.3.3.1. Podle vypocitaného rozlieni (Tabulka 7) odpovidal nejlepsi separaci pritok
0,6 ml/min, ale kvili slévani pikt na zacatku chromatogramu (Obrazek 18), jsme zvolili

prutok mobilni faze 1 ml/min (Obrazek 19).

Tabulka 7 Vypocet rozliseni pii optimalizaci pritoku

Retencni Casy

Pritok pikii (min) Sitka piki (sec) Rozligeni
0,6 ml/min 34515‘711 22888 1,43
0,8 ml/min 22222 giggg 1,12

A T T
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Obrazek 18 Chromatogram smési VDP ziskanych po peelingové reakci tetrameru HA.
Analyza byla provedena na koloné Jupiter 4u Proteo 90A s UV detekci 210 nm pii eluci
gradientem methanolu v 0,1% kyseliné mraven¢i podle programu (Tabulka 2),
pfi teploté kolony 25°C a pritoku mobilni faze 0,6 ml/min.
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Obrazek 19 Chromatogram smési VDP ziskanych po peelingové reakci tetrameru HA.
Analyza byla provedena na koloné Jupiter 4u Proteo 90A s UV detekci 210 nm pii eluci
gradientem methanolu v 0,1% kyseliné mravenci podle programu (Tabulka 2),
pii teploté kolony 25°C a pratoku mobilni faze 1,0 ml/min.
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5.2 Preparace vedlejSich degradaé¢nich produktu

o | | !
[ Il ‘ ]
{1 11| I q i
LA LA | |

B B Ao/ N —— T U A J' !

;;;;;;;;

Obrazek 20 Chromatogram smési VDP ziskanych po peelingové reakci tetrameru HA.
Analyza byla provedena na koloné Jupiter 4u Proteo 90A s UV detekci 210 nm pfi eluci
gradientem methanolu v 0,1% kyseliné mravenci podle programu (Tabulka 2),
pii teploté kolony 25°C a prutoku mobilni faze 1,0 ml/min. Doplnén o intervaly sbirani.
Na zacatku gradientu eluuje smés neidentifikovanych latek, které ale eluuji pied
mrtvym objemem, proto se jimi prace nezabyva. Sbirano bylo celkem 8 frakei.

Zvétseni kolony na semipreparativni (10 mm) nemélo vliv na kvalitu separace
(viz Obrazek 20). Opakovanymi nastiiky byly ve vysledku ziskany jednotky az desitky
mg jednotlivych frakci (Tabulka 8). Vzhledem ktomu, Ze tato mnozstvi nebyla
dostatecna pro NMR a testy cytotoxicity, cely postup byl opakovan jesté jednou
s vyslednymi vytézky uvedenymi ve druhém sloupci tabulky (Tabulka 8).
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Tabulka 8 Vytézky po lyofilizaci

Frakce . Vytezek i

1. experiment 2. experiment
01 MS 3,5mg
02 MS 43,9*mg
03 2,5mg 4,1 mg
04 8,4 mg 7,6 mg
05 12,8 mg 3,4 mg
06 14,9 mg 17,06 mg
07 9,7mg 17,08 mg
08 8,5 mg 13,45 mg

MS — vzorky byly pro maly vytézek rozpustény rovnou na Petriho misce a podrobeny
MS analyze; *Pti druhém experimentu se vzorek 02 nepodafilo ani po tydennim stani
v exsikatoru nad P,Os dosusit, proto je v tabulce uveden vytézek vlhkého lyofilizatu.

5.3 Identifikace vedlejsich degradac¢nich produkti kyseliny hyaluronové

5.3.1 Hmotnostné spektrometrické (MS) analyzy degrada¢nich produkti

Analyza na kapalinovém chromatogramu s hmotnostnim detektorem probé¢hla

tak, jak je popsano v kapitole 4.3.5.

NA JUPITER PROTEO, 4UM, 250°4,6 MM, ONDRA KOTLAND LMW VOP 05

Mw 369,09 mp e

20809
ooy 1808 18405 ”
N b k lL

9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 260 200 300 310 30 30 340 3P0 IO 30 B0 PO A0

Obrazek 21 MS spektrum frakce 05 v negativnim modu. Analyza probéhla na koloné
Jupiter 4u Proteo 90A pfi gradientové eluci podle programu (Tabulka 4).
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Obrazek 22 MS spektrum frakce 05 v pozitivnim modu. Analyza probé&hla na koloné
Jupiter 4u Proteo 90A pfi gradientové eluci podle programu (Tabulka 4).

Z hmotnostnich spekter frakce 05 (Obrazek 21; Obrazek 22) je patrné, Ze se
jedna o latku s molekulovou hmotnosti 370,1. Neutralni ztraty z fragmentace
V iontovém zdroji nenapovidaji nic bliz§iho o struktute latky, jde totiz vétSinou o
neutralni ztraty odpovidajici molekule H,O nebo stavebni jednotce sacharidi CH-O,
které jsou bézné ve spektrech latky sacharidové povahy. Ve spektru nalézdme 1 dalsi

neutralni ztraty s netypickou molekulovou hmotnosti, jejichz struktura nebyla urcena.
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Obrazek 23 MS spektrum frakce 06 v negativnim modu. Analyza probéhla na koloné
Jupiter 4u Proteo 90A pfi gradientové eluci podle programu (Tabulka 4).
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Obrazek 24 MS spektrum frakce 06 v pozitivnim modu Analyza probéhla na koloné
Jupiter 4u Proteo 90A pfti gradientové eluci podle programu (Tabulka 4).

Z hmotnostnich spekter frakce 06 v negativnim i pozitivnim modu (Obrazek
23; Obrazek 24) je patrné, Ze tento vzorek ma, stejn¢ jako vzorek 05 (Obrazek 21;
Obrazek 22), molekulovou hmotnost 370,1. Ve spektrech se vyskytovaly stejné znamé
I neznamé neutralni ztraty jako ve spektrech vzorku 05. Pro bliz§i ur€eni struktury

molekuly byla zvolena jesté analyza MS/MS.

47



KOLONA JUPITER PROTEO, 4UM,

4.6 MM, ONDRA KOTLAND LMW VDP 08, MSMS 15V UBA145

050414_LMW_VDP_06_MSMS_35¢ 33 (20978

o 2005 g Mw 220,05
16003 178.04
w00t
150,05
19206
-
12205 0201
14802 21907 261.08
20707 239002%06
7908
12404 mor 5 33910 =
.
. 24908 26207 | ~28007 369.1
i 12008 136.03 5 20805 11!05‘ it
of 11203 1146 05. |[193.08 25105 27308 |/ 981 10
o4 108040 N ’ || 13 81 297.09 3.00
96.04 / - 303.09
9 0f \ 5 ( 32109 1 37011
e e e R O Y 0 o
. AT A 1 " A (A VPR Y
0SD414_LNW_VDP 06 MSMS_269_10V 1231 0944 1 TOF MSMS 33 10ES
22005 235
i € Mw 220,05
311
17801
o 19008
33911
19206
27808
150,05 20204 Ii
12205 148.04 2070721907 | 9y 26207 -
12404 208.06 / 28109 9709 340
12008 [ 13803 18906 [ 10306 | | |7 25208 || 26808 | i 22410 012
5802 41203 X | ! 20207 31008 2
280 10004 I H, I | 21404 | L L = Il 2110 e
: PRIV NI O 1| RV A Nl 111 " " TN Mo Mo

* ? miz
5 e 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 20 210 2X 270 280 200 300 310 30 30 340 3’0 W0 F0 W0

Obrazek 25 MS/MS spektrum frakce 06 - daughter scan v negativnim modu. Analyza
probéhla na koloné Jupiter 4u Proteo 90A pii gradientové eluci podle programu
(Tabulka 4).
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Obrazek 26 MS/MS spektrum frakce 06 - daughter scan v pozitivnim modu. Analyza
probéhla na koloné Jupiter 4u Proteo 90A pii gradientové eluci podle programu
(Tabulka 4).

Podle naméfenych spekter MS/MS (daughter scan) Vv negativnim modu
(Obrazek 25) byl zajimavym zjisténim pik na m/z 220,05, ktery by odpovidal hmoté
N-acetylglukosaminu, pro ktery ovSem neni typicka ionizace v negativnim moddu.
V pozitivnim médu naopak N-acetylglukosamin poskytuje signal na hmoté 222,10 ktery
V naSem naméfeném spektru nedominuje (Obrazek 26). Ziejmé se tedy jedna o derivat

N-acetylglukosaminu.
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Obrazek 27 MS spektrum frakce 07 v negativnim mddu. Analyza probéhla na koloné

Jupiter 4u Proteo 90A pfi gradientové eluci podle programu (Tabulka 4).

Z MS spektra frakce 07 je patrné, Ze se jedna o latku s molekulovou hmotnosti

370,1. Vyskytuji se zde neutralni ztraty odpovidajici molekule H,O, CH,O nebo

sodikovych adukti, coz nenapovida nic bliz§iho o struktufe latky. Dale byl vzorek

méien metodou MS/MS.
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Obrazek 28 MS/MS spektrum frakce 07 - daughter scan v negativnim modu. Analyza
probéhla na koloné Jupiter 4u Proteo 90A pii gradientové eluci podle programu

(Tabulka 4).
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Obrazek 29 MS/MS spektrum frakce 07 - daughter scan v pozitivnim modu. Analyza
probéhla na koloné Jupiter 4u Proteo 90A pii gradientové eluci podle programu
(Tabulka 4).

MS/MS analyza frakce 07 (Obrazek 28; Obrazek 29) odhalila téméf totozna

spektra jako u frakce 06. Jedna se proto pravdépodobnéji o jeji izomer.

KOLONA JUPITER PROTEQ, 4UM, 250%4.6 MM, ONDRA KOTLAND LMW VOP 13 UBA145 05-M

050314_LMW_VDP_13 2121 @6.074)
o 112 4 Mw 477,12
383.08 M i
15203
41809
358.06 389,08 4811 812
40510
20807 i { 41900
CR e . g . o 5
50 100 150 m P ) 30 400 450 0 65 70 720 800 850 %00 950 1000 1050

Obrazek 30 MS spektrum frakce 08 v negativnim modu. Analyza probéhla na koloné
Jupiter 4u Proteo 90A pfti gradientové eluci podle programu (Tabulka 4).

Z hmotnostniho spektra frakce 08 (Obrazek 30) je zfejmé, ze se jedna o latku
s molekulovou hmotnosti 478,12. Neutralni ztraty v podobé molekul H,O, CH,O nebo

sodikovych aduktii nepodavaji blizsi informaci o struktufe latky.
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5.3.2 Identifikace vedlejSich degrada¢nich produkti Kkyseliny hyaluronové
nuklearni magnetickou rezonanci (NMR)

Frakce 05, 06 a 07 jsou anomerni struktury a jejich sumarni vzorec stanoveny
z NMR spekter je C16H22N20s, ktery odpovida molekulové hmotnosti 370,1 stanovené
metodou MS. Dale nam NMR spektra podavaji dalsi informace o struktufe. Molekula
obsahuje 4 kvarterni uhliky umisténé blizko od sebe (posuny 150, 140, 130 a 120 ppm),
sekvenci CH-CH-CH-CH-CH, (110, 74, 80, 75 a 62 ppm), jednu sekvenci CH-CH,
(62 a 62 ppm), jedno samostatné CH (110 ppm) a dvé seskupeni NH-CO-CHs.

Vzorek 08 ma odlisSnou molekulovou hmotnost, podle NMR spekter vsak bylo
zjisténo, ze strukturné se prilis nelisi a pravdépodobné se jednd o latku podobnou

ptedchozim tfem vzorktim, ovS§em s uhlikatou strukturou navic.

NMR spektra v diplomové praci uvedena nejsou, jelikoz jejich interpretace je
pomérné slozitd. Méfeni a vyhodnoceni NMR spekter provadéla Ing. Daniela

Smejkalova, Ph.D.

5.4 Testy viability
Testy cytotoxicity vedlejSich degradacénich produktd byly provedeny

na nékolika bunécnych liniich sledovanim viability bunék. Testy byly provedeny
pracovniky firmy Contipro (skupiny Fyziologie buiky) pod vedenim Mgr. Kristiny

NesSporove.
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— 350 —
S 300 +— =
n 250 T— T T I T
= 200 - T
_g' 150 - T T l T T T ! . T ! - I I
& 100 -
S 50 - =124
R~ 0 -
s mT48
< x| E|E|E E E|E E E|E ElE|E E|E
= AR YRS ~ |/ ~| = ~N | =~ ~ |~ T72
= Q| od| ui| oo of| | bd od| bd| b of| od| od of| oo
= S| S| 5 A== S| S| 5 A=) S| S
g o|lo|o o|lo|o o|lo|o o|lo| o oo
< Q|| O S| | S Q|| O S| | S n| o
S NN - NN n || - N | N| - N

VDP 05 VDP 06A VDP 06B VDP 07 VDP 08

Obrazek 31 Vysledky testi viability mySich 3T3 fibroblastli v pfitomnosti vedlejSich
degradacnich produkti alkalické hydrolyzy tetrameru HA. Relativni pocty zivych bunék
vuci kontrole v ¢ase 0. SEM — stfedni chyba priméru
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Obrazek 32 Vysledky testd viability mySich 3T3 fibroblastli v pfitomnosti vedlejSich
degradac¢nich produkti alkalické hydrolyzy tetrameru HA. Relativni pocty zivych bunék
vuci kontroldm v Case 24, 48 a 72 hodin. SEM — stiedni chyba priméru

Podle vysledkt testd viability se ve vSech ptipadech (vzorek 05, 06A, 06B, 07
a 08) jedna o VDP, které jsou slabé cytotoxické, tedy negativné ovliviiuji proliferaci
bungk. Jelikoz jsme u vzorku 06 dosahli dostatecnych vytézka v obou experimentech,
mohly byt provedeny testy cytotoxicity vzorku 06 ve dvou replikatech (vzorek 06A

a vzorek 06B).
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Testované vzorky o koncentraci 250 pl/ml inhibuji rist mysich 3T3 fibroblasti
vuci kontrole o 71,5 % (vzorek 05 po 72h); o 66,0 % (vzorek 06A po 72h); o 54,0 %
(vzorek 06B po 72h); 0 73,3 % (vzorek 07 po 72h); 0 65,0 % (vzorek 08 po 72h).
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6 DISKUZE

Na poli vyzkumu v oblasti hyaluronanu doslo v prubéhu nékolika desitek let
k obrovskému rozmachu. Diky modernim technologiim zpracovani a analyzy mohly byt
na trh uvedeny nové zdravotnické prostfedky na bazi HA, které zlepSuji kvalitu zivota
pacientl (napi. nosni spreje, kapky do o¢i, krémy proti vraskam, ptipravky pro kloubni
vyzivu a mnohé dalsi). Na zacatku vyzkumu HA bylo jednim z hlavnich témat stanovit
jeji molekulovou hmotnost a poznat zptisoby jeji depolymerace. V soucasné dobé je HA
soucCasti modernich materiali jako jsou nanovlakna, scaffoldy a nosice 1éCiv, které

nachazi uplatnéni piedev$im v mediciné [28; 38; 40; 45; 46; 47; 52].

Nelze opomenout ani vyznam fragmentd HA, které moduluji odpovéd
imunitniho systému a zapojuji se napt. do regulace zanétlivé reakce nebo antitumorové
imunity [34, 50; 51]. Fragmenty s ruznou molekulovou hmotnosti piispély k rozvoji
tzv. personalizované mediciny, kdy se 1écba pomoci HA ,Sije” pacientovi piimo
»hamiru“. Vyvoj lécebnych pfipravkll na bazi fragmenti HA je podminén, kromé
jiného, 1 dokonalym poznanim a porozuménim procesu degradace HA. Jiz teoreticka
¢ast této diplomové prace vénuje podstatny dil Stépeni HA (Kapitola 3.2). VétSina
publikovanych odbornych ¢lanka se zminuje 0 degradaci enzymatické - specifické, jiz
mén¢ autorti se zabyva degradaci nespecifickou, zptisobenou vnéjsimi vlivy, mezi které
patii kyseld a alkalicka hydrolyza HA. Je vSak pravdou, Ze fada fragmenti HA se
pfipravuje  soucinnosti  enzymatické hydrolyzy a nespecifické degradace
(napft. radikalovd reakce, degradace teplem, kyselda a alkalicka hydrolyza).
Oligosacharidy s lichym poctem monosacharidovych jednotek lze napt. pfipravit
enzymatickou hydrolyzou vysokomolekularniho HA nasledovanou alkalickou
hydrolyzou [71]. Proto je potieba znat degrada¢ni produkty nejen reakci specifickych,
ale 1 téch nespecifickych. Prace vénované nespecifické degradaci HA se vétSinou
zabyvaly majoritné vznikajicimi fragmenty HA [18; 23] nebo pro danou problematiku
nebylo nutné pouziti modernich identifikacnich metod [20], jako je nuklearni
magneticka rezonance nebo hmotnostni spektrometrie. Vyjimku tvoii ¢lanek Blundella
a Almonda zroku 2006 [22], ktery se zabyva VDP HA vznikajicim v alkalickém

prostiedi, a jehoz vysledky mohou byt porovnany s vysledky této diplomové prace.
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Experimentalni Cast prace se zabyva popisem strukturnich ryst a vlastnosti
VDP vznikajicich pfi alkalické hydrolyze HA (Kapitola 4.3.1.1). Proto byly nejprve
optimalizovany podminky alkalické hydrolyzy (peelingové reakce) tak, aby vznikala co
nejveétsi mnozstvi VDP. Byly zvoleny rizné koncentrace hydroxidu sodného
v kombinaci s riznymi teplotami reakce. Green se pii svém experimentu degradace
celobidzy zabyval rychlosti peelingové reakce pii extrémnich teplotach, kdy pouzil
teplotu 100°C az 170°C [72], na rozdil od n& Hopwood S$tépil keratan sulfat pii
laboratorni teploté [73]. ProtoZze se tato prace zabyva degrada¢nimi produkty, které
mohou vznikat zejména v technologickém postupu ptipravy lichych oligosacharidi HA,
byly zvoleny teploty 6°C (lednice), 21°C (laboratorni teplota) a 38°C (vodni lazen).
Koncentrace hydroxidu sodného (0,1 M, 0,5 M a 1 M) se shodovaly s koncentracemi
pouzitymi u zminénych autorti [72; 73]. V optimalizovanych podminkach probihala
reakce ve vodném roztoku NaOH o koncentraci 0,1 M pfti laboratorni teploté (21°C)
30 minut. Za téchto podminek bylo sice dosazeno nejvyssich vytézki VDP (Obrazek
12), typickych pro standardni provedeni peelingu (0,01M NaOH, 4hod, 21°C). Pti
peelingu v NaOH o vyssich koncentracich (0,5 M - Obrazek 13; 1,0 M — Obrazek 14)
naproti tomu dochazelo ke vzniku dal§ich druhtt VDP (nové piky v chromatogramu
z kolony Luna NH,; Kapitola 5.1.1). Smés po peelingu byla frakcionovana GPC
(Kapitola 4.3.2), pii které byly oddéleny VDP od majoritnich produkti reakce (hlavni
produkt HA3 a zbytkovy nezreagovany HA4).

Smés VDP poté byla frakcionovana pomoci HPLC na reverzni fazi. Podminky
separace, jako je rychlost pritoku mobilni faze, teplota kolony nebo slozeni mobilni
faze, byly ptedmétem dalsi optimalizace (Kapitola 4.3.3). Z vyslednych chromatogramt
byly vypoc¢itany hodnoty rozliseni (Tabulka 5; Tabulka 6; Tabulka 7). Hodnota rozliseni
se Vv idealnim ptipadé pocitd ze dvou sousednich pikd, u kterych je nejvétsi riziko
slévani, vtomto pfipad¢ ale nastala situace, kdy Vv prib&hu optimalizace dochdzelo
k takovému slévani, Zze nebylo mozné hodnotu vypocitat pravé z takovych pikd, ale
vypocet byl proveden z pikd od sebe celkem vzdalenych (Obrazek 16; Obrazek 17).
Pravé proto bylo nutné chromatogramy hodnotit nejen podle této hodnoty. Napiiklad u
chromatogramil s pouzitim riznych rychlosti pritoku mobilni faze (Obrazek 18;
Obrazek 19) bylo ziejmé, ze na zaatku gradientu s prutokem 0,6 ml/min dochazi
k vétsimu slévani pikd nez pii pratoku 1 ml/min. Piestoze vysSi rozliSeni vySlo u

prutoku 0,6 ml/min, pro separaci byl zvolen pritok 1 ml/min. Po optimalizaci podminek
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probihala separace na reverzni fazi s gradientem mobilnich fazi (kyselina mravenci a
methanol - Tabulka 3) dle programu (Tabulka 2) a po piepoétu na kolonu s vétsim

pramérem pii pritoku 4,5 ml/min a teploté 25°C.

Vzniklé frakce s dostateCnymi vytézky (05, 06, 07 a 08 (Tabulka 8)) byly
podrobeny instrumentalni analyze pomoci hmotnostniho spektrometru, nuklearni

magnetické rezonance a zdkladnimu testu toxicity.

Lze shrnout, Ze u frakci 05 (Obrazek 21; Obrazek 22), 06 (Obrazek 23;
Obrazek 24) a 07 (Obrazek 27) se jedna o latky s molekulovou hmotnosti 370,1,
u frakce 08 (Obrazek 30) je molekulova hmotnost 478,1. Detailngjsi informaci
o struktufe latky ndm jednoduchd hmotnostni spektra nepodévaji. Lze z nich odecist
pouze neutrdlni ztraty (H,O, CH,0O, sodikové adukty), podle nichz strukturu
sacharidové latky blize neurC¢ime. Podle MS/MS spekter frakci 06 (Obrazek 25;
Obrazek 26) a 07 (Obrazek 28; Obrazek 29) se domnivame, Ze se jedna o latky

strukturné podobné N-acetylglukosaminu.

Blundell a Almond (2006) zjistili, Zze pii alkalické hydrolyze oligosacharidi
HA vznikd (krom¢ majoritnich lichych oligosacharidi) také smés dvou vedlejsich
degradac¢nich produktti HA, které identifikovali pomoci nuklearni magnetické resonance
(NMR) jako derivaty N-acetylglukosaminu lisici se polohou dvojné vazby (Obrazek 6).
V této diplomové praci naproti tomu byly nalezeny degradaéni produkty, které
pravdépodobné vznikaji kondenzaci dvou neznamych derivati N-acetylglukosaminu.
Podle vyhodnoceni NMR spekter Ing. Danielou Smejkalovou, PhD. maji viechny
vzorky podobnou strukturu, ale bohuzel i v kombinaci s hmotnostnimi spektry nebyly
odhaleny jejich piesné struktury. Muzeme vsak s jistotou fici, Ze se nejedna o stejné
derivaty N-acetylglukosaminu ani o kondenzaci takovych dvou derivatl
N-acetylglukosaminu, jaké stanovil Blundell a Almond (2006), 1isi se jak molekulova
hmotnost, tak vysledky NMR. K odliSnym strukturdm, nez jaké urcili Blundell
s Almondem (2006) jsme dosli pravdépodobné proto, ze jsme vychazeli z odliSného
vychoziho materidlu (Cisty tetramer HA) a pouzili jsme odliSné podminky peelingové

reakce (zejména koncentraci NaOH).

V praxi, kdy se alkalickd hydrolyza pouziva k vyrobé oligosacharidi HA
s lichym poc¢tem monosacharidickych jednotek, jsou nizkomolekularni VDP odstranény

dalSim technologickym postupem (ionexova chromatografie smési po peelingu,
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diafiltrace sebranych frakci). HA s hydroxidem také muze pfijit do styku pfi chybé
obsluhy zatizeni ve vyrobnim procesu (napi. nedostatecné vymyti ultrafiltranich kazet
po sanitaci NaOH). Velkoobjemové nadoby jsou ¢istény pravé pomoci hydroxidu

sodného, takze zde vznika riziko kontaminace vysledného produktu.

Provedeni i hodnoceni testi cytotoxicity VDP provadéla Mgr. Kristina
Nesporova. Vysledky testi prokazaly, ze vSechny méfené vzorky jsou cytotoxické.
Testované vzorky o koncentraci 250 pl/ml inhibuji riist mysich 3T3 fibroblasti vici
kontrole o 71,5 % (vzorek 05 po 72h); o 66,0 % (vzorek 06A po 72h); o 54,0 %
(vzorek 06B po 72h); 0 73,3 % (vzorek 07 po 72h); 0 65,0 % (vzorek 08 po 72h).

Z vyslednych grafi (Obrazek 31; Obrazek 32) je ziejmé, Ze toxicita je zavisla
na Case inkubace a na koncentraci testované latky. Zaroven je znamo, ze mnozstvi
vznikajicich VDP zavisi na pouzitém pH pifi peelingové reakci (tj. na pouzité
koncentraci hydroxidu sodného). Za normalnich podminek, které se pouzivaji pfi
standardnim provedeni peelingu sudych oligosacharidi HA na liché, jsou mnozstvi
vznikajicich VDP zanedbatelnd. Rozhodné by vSak bylo zajimavé stanovit mnoZstvi

VDP v hotovych produktech ptipravenych standardnim peelingem.

Definitivni uréeni struktur VDP HA, stanoveni jejich mnozstvi v produktech

a dalsi popis jejich toxicity budou predmétem dal§iho vyzkumu v oblasti VDP HA.
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7 ZAVER

K teoretické casti byla prostudovana literatura obsahujici zakladni poznatky

0 HA, stépeni HA, degradacnich produktech a zptisobu jejich analyzy.

Byly pfipraveny vedlejsi degradacni produkty HA alkalickou hydrolyzou

(peelingem) a pomoci instrumentalnich metod separovany a analyzovany.

Vysledky hmotnostni spektrometrie:

e molekulova hmotnost frakci 05, 06 a 07 je 370,1

e molekulova hmotnost frakce 08 je 478,1

Vysledky nuklearni magnetické rezonance:

e sumarni vzorec frakci 05, 06 a 07 je C16H22N20g
e molekula obsahuje

o 4 kvartérni uhliky blizko od sebe
o sekvenci CH-CH-CH-CH-CH;
o sekvenci CH-CH,

o jedno samostatné¢ CH

o dvé seskupeni NH-CO-CHj3

e molekula vznikla pravdépodobné kondenzaci dvou derivat

N-acetylglukosaminu

Vysledky testl cytotoxicity na linii mysich fibroblastl prokéazaly, ze frakce 05,
06, 07 a 08 vedlejsich degradacnich produktii jsou latky s cytotoxickym t¢inkem.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3T3
APCI
APPI
BTH
DAD
EGF

El

ESI
GPC
HA
HA3
HA4
HAS
HPLC
Hyal
ICR
MALDI
MS
MTT
NMR
ODS
PDGF
RP-LC
TGF
TOF
UDP
UHPLC
UV-VIS
VDP

linie mysich fibroblasta

ionizace za atmosférického tlaku
fotoionizace za atmosférického tlaku
bovinni testikularni hyaluronidasa
detektor diodového pole

endotelialni rastovy faktor

elektronové ionizace

ionizace elektrosprejem

gelova permeacni chromatografie
hyaluronova kyselina

hyaluronova kyselina - trimer
hyaluronova kyselina - tetramer
hyaluronansyntasa

vysoko-ucinna kapalinova chromatografie
hyaluronidasa

iontova cyklotronova resonance

desorpce laserem za tcasti matrice
hmotnostni spektrometrie
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
nuklearni magnetickd rezonance
oktadecylsilikat

rustovy faktor krevnich desti¢ek
kapalinova chromatografie na reverzni fazi
transformujici rastovy faktor

analyzator doby letu

uridindifosfat

ultra-ucinna kapalinova chromatografie
ultrafialova-viditelna oblast svétla

vedlejsi degradacni produkty
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