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SOUHRN

Disertacni prace se zabyva vyuzitim technik hmotnostni spektrometrie a kapalinové
chromatografie pro strukturni charakterizaci chemicky modifikovaného hyaluronanu, a
ke studium absorpce, distribuce a metabolismu nativniho nebo chemicky modifikovaného
hyaluronanu. Teoreticka Cast disertacni prace je vénovana analytickym postuptm,
metodam kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie véetné metod iontové
mobility a zobrazovacich metod hmotnostni spektrometrie pouzivanych pro analyzu

hyaluronanu a jinych glykosaminoglykana.

Prvni ¢ast vyzkumné prace byla vénovana vyvoji metody pro charakterizaci homogenity
distribuce chemickych modifikaci podél fetézce lauroyl-modifikovaného hyaluronanu.
Byla vyvinuta metoda enzymatické degradace derivatu, pii niz vznikaji modifikované a
nemodifikované oligosacharidy hyaluronanu. Pomoci separace na reverznich fazich a
hmotnostné spektrometrické detekce bylo mozné vznikajici nemodifikované
oligosacharidy kvantifikovat. Mnozstvi a délka vzniklych oligosacharidi jsou zavislé na
stupni substituce a homogenité distribuce substituentd. Pomoci této metody je mozné
odhalit nestandardné pripravené derivaty, které v bézn€ merenych parametrech, jako je
stuperi substituce a molekulova hmotnost, odpovidaji specifikaci, avSak jejich fyzikalné
chemické vlastnosti, jako nasakavost vody, jsou v dusledku nestandardni distribuce

modifikaci odlis$né.

Druha cast vyzkumu byla zaméfena na vyvoj analytické metody pro studium
farmakokinetiky polymerni micely z oleyl-modifikovaného hyaluronanu nesouci
cytostatikum doxorubicin. Vyvinutd metoda umoziuje stanovit farmakokinetiku 1é¢iva i
chemicky modifikovaného hyaluronanu, ktery tvoii vlastni polymerni nosi¢. Rozdilna
organova distribuce doxorubicinu a oleyl-modifikovaného hyaluronanu ukazala, ze
polymerni micely nesouci lé¢ivo byly po intravenozni aplikaci rychle disociovany.
S vyuzitim technik gelové permeacni chromatografie, chromatografické separace na
reverznich fazich a hmotnostni spektrometrie bylo mozné popsat zmény v molekulové
hmotnosti oleyl-modifikovaného hyaluronanu, ke kterym dochazelo v ramci jeho

metabolizace.

Posledni Cast je vénovana studiu absorpce, distribuce a metabolismu exogenniho
hyaluronanu podéavaného intravenozn€ a oralné. V literatufe existuji nekonzistentni
informace tykajici se jeho osudu v biologickém systému. Vysledky jsou Casto zkreslené

$patnou kvalitou hyaluronanu a nedostatky fluorescen¢niho a radioisotopového znaceni,



jez jsou vyuzivany pro odliSeni exogenniho/endogenniho hyaluronanu. V ramci této
prace bylo wvyuzito cistého biotechnologicky pfipraveného hyaluronanu, znaceni
stabilnim isotopem '>C a analyzy pomoci kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Metoda umoznila jednozna¢né urcit vliv molekulové hmotnosti na osud
intraven6zné aplikovaného hyaluronanu. Hyaluronan s nizkou molekulovou hmotnosti
byl rychle vyloucen ve formé malych fragmentii hyaluronanu v moci, zatimco hyaluronan
s vysokou molekulovou hmotnosti vykazoval saturovatelnou kinetiku a uplnou
metabolizaci béhem 48 hodin od podani. Stejnad metoda byla vyuzita pro studium
peroralné podaného hyaluronanu. Zde bylo pomoci nékolika in vivo a in vitro studii
prokazano, ze pro absorpci vysokomolekularniho hyaluronanu je nutna jeho metabolizace
sttevnim mikrobiomem. Pomoci plynové a kapalinové chromatografie s hmotnostné
spektrometrickou detekci bylo zjisténo, ze produkty mikrobialni degradace hyaluronanu

jsou nenasycené oligosacharidy, aktivované cukry a kratké mastné kyseliny.

Vysoka specificita metod kombinujici enzymatickou degradaci a chromatografickou
analyzu s hmotnostné-spektrometrickou  detekci umoznila jednozna¢né€ urcit
farmakokinetiku oley-modifikovaného hyaluronanu, zavislost elimina¢ni ucinnosti na
molekulové hmotnosti hyaluronanu a popsat osud hyaluronanu v organismu po jeho
poziti. Uvedené analytické postupy se mohou uplatnit nejen pfi studiu farmakokinetiky a
metabolizace chemicky modifikovaného hyaluronanu, ale i jinych glykosaminoglykant.
Pripadné mohou poslouzit pfi optimalizaci fermentacnich procest pii biotechnologické

vyrobé¢ hyaluronanu.



SUMMARY

This work deals with the use of mass spectrometry and liquid chromatography for the
structural characterization of chemically modified hyaluronic acid, and for the study of
absorption, distribution and metabolism of native or chemically modified hyaluronan.
The theoretical part is devoted to analytical procedures, chromatographic and mass
spectrometric methods, including techniques of ion mobility and mass spectrometry

imaging used for the analysis of hyaluronic acid and other glycosaminoglycans.

The first research part deals with the method development of characterization the
homogeneity of chemical modification along the polymer chain of lauroyl-modified
hyaluronan. An enzymatic degradation was employed to obtain mixture of native and
modified oligosaccharides. The unmodified oligosaccharides were analysed by reversed
phase chromatography with mass spectrometric detection. The amount and length of
formed oligosaccharides depended on the degree of substitution and the homogeneity of
the substituent distribution along the polymer chain. The method was used for the
identification of non-standardly prepared derivatives, which met the specification in the
terms of degree of substitution and molecular weight, but hygroscopic properties were

different due to the non-standard distribution of chain modifications.

The second part of the work is focused on the study of the pharmacokinetics of polymeric
micelles from oleyl-modified hyaluronan carrying the cytostatic doxorubicin. The unique
procedure of preparation of biological samples enables to observe the pharmacokinetics
of the drug and chemically modified hyaluronan. The different organ distribution of
doxorubicin and oleyl-modified hyaluronan showed that the drug-bearing polymer
micelles were rapidly dissociated after intravenous administration. Using gel permeation
chromatography, reverse phase chromatographic separation, and mass spectrometry, it
was also possible to describe the changes in the molecular weight of the oleyl-modified

hyaluronan that occurred during its metabolism.

The last part is devoted to the study of the absorption, distribution, and metabolism of
exogenous hyaluronan, administered intravenously and orally. So far, there is inconsistent
information regarding the fate of exogenously given hyaluronan. The data are often biased
by the poor quality of hyaluronan and non-ideal labelling strategies used for resolving
exogenous/endogenous hyaluronan, which only monitor the label and not hyaluronan

itself. To overcome these drawbacks and establish the pharmacokinetics of intravenous



hyaluronan in relation to its My, *C-labelled HA in combination with above mentioned
method of HA quantification allowed us to show that the elimination efficiency increased
with decreasing My. Low M, hyaluronan was rapidly eliminated as small hyaluronan
fragments in urine, while high M,, hyaluronan exhibited saturable kinetics and complete
metabolization within 48 h. The same methodology was used to study orally administered
hyaluronan. These in vivo and in vitro studies have shown that the presence of the
intestinal microbiome is important for absorption of oral high molecular weight
hyaluronan. Additionally, novel method of hyaluronan oligosaccharide analysis, and
metabolomics analysis enabled to identify unsaturated oligosaccharides, activated sugars

and short fatty acids as the products of hyaluronan degradation by intestinal microbiome.

Developed methods combining enzymatic degradation and chromatographic analysis
with mass spectrometric detection conclusively determine the pharmacokinetics of oleyl-
modified hyaluronan, the dependence of elimination efficiency on the molecular weight
of hyaluronan and describe the fate of hyaluronan in the body after its ingestion. These
analytical procedures can be used not only to study the pharmacokinetics and metabolism
of chemically modified hyaluronan, but also other glycosaminoglycans. Alternatively,
they can be used to optimize fermentation processes in the biotechnological production

of hyaluronan.



OBSAH

L. UVOD oot 1
2. TEORETICKA CAST ...coiouiiiirriiiesieisereieee s isee s ssss s ssssssssassssnnas 2
2.1 Hyaluronan .........o..eeeieiieerieeieee et e e 2

2.1.1 Metabolismus hyaluronanu...........cccceeceeviiniiiiniiiciiiiinieie s 3

2.1.2  Chemické modifikace hyaluronanu ............ccccceceevveenieeicineinnennnennn 4

2.2 Analyza hyaluronanu ..........c.ceecueeeeririeireiiienieniee e 5

2.2.1 Kovantifikace hyaluronanu............ccccceviiiiiiiiinniininiiiiie 6

2.2.2 Degradace hyaluronanu ...........ccccceeeeeiiiiiniiniinniniicceceiee e 11

2.2.3 Metody kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostné
spektrometrickou detekel .......co.eveeieiiiiiiiiiiiiiiiii 14

2.2.4 Analyza hyaluronanu hmotnostni spektrometrii..........cccceceverunnuennn. 21

2.3 Charakterizace derivati hyaluronanu..............coceeveeierienienennecneciennee. 24

24 Stanoveni distribuce nanomaterialovych nosicu 1éCiv in vivo .................. 30

3. CILE DISERTACNI PRACE ....ooooivirriireriineeesneseee e sessesesseesesseseees 32
4. EXPERIMENTALNI CAST.....ovuoriirriieeeieeieee i sisesiessessssesesssesesseeseanec e 33
4.1 Charakterizace lauroyl-modifikovaného hyaluronanu..............cccccoeueeee. 33
4.1.1  CREMIKALIE ..cueevveieeieeeie et s 33

4.1.2 Enzymaticka degradace lauroyl modifikovaného hyaluronanu......... 33

4.1.3 Stanoveni oligosacharidll hyaluronanu...........cccecceceveciniiciinnnnnnn 33

4.2 Studium farmakokinetiky polymerniho nosiCe z oleyl-modifikovaného
hyaluronanu nesouci cytostatikum doXorubiCin ..........cceevvviiiiiiiiiniiiciiicciene 35
4.2.1 Pouzité chemikKalie .......ccceveriiriiiiiiii e 35

4.2.2 Analyza doxorubicinu a doxorubicinolu v mys$i plasmeé.................... 35

4.2.3 Analyza oleyl-modifikovaného hyaluronanu a '*C-hyaluronanu v mysi
plasmé36

4.2.4 Analyza doxorubicinu, doxorubicinolu, oleyl-modifikovaného
hyaluronanu a '*C-hyaluronanu v homogenatech mysich tkani.................... 36

4.2.5 Nastaveni hmotnostniho spektrometru ..........cccccoceeevieviiiicinninnnnn 37

4.2.6 Validace  stanoveni  doxorubicinu,  doxorubicinolu,  oleyl-
modifikovaného hyaluronanu a '*C-hyaluronanu ..............c.ceeeeueeervererennnnne. 38

427 Priprava a charakterizace polymernich micel z oleyl modifikovaného
hyaluronanu nesouci cytostatikum doxorubicin.........ccceceevveiiiiiiniiicniinennnn, 38



4.2.8 Design in vivo studie farmakokinetiky polymerni micely z oleyl-

modifikovaného hyaluronanu nesouci cytostatikum doxorubicin ................ 39
4.2.9 Stanoveni molekulové hmotnosti oleyl-modifikovaného hyaluronanu
39
4.3 Studium metabolismu intraven6zné a peroralné aplikovaného hyaluronanu
pomoci znaceni stabilnimi 1SOLOPY .....eeveerririiiviiriiiiiiiieiie i 40
4.3.1 Pouzité ChemiKAlI€ .......ccueriereieiiiiieeie e 40
4.3.2 Priprava hyaluronanu s definovanou molekulovou hmotnosti .......... 40
4.3.3 Analyza '3C-hyaluronanu, '*C-N-acetylglukosaminu a '*C-kyseliny
glukuronové v mysi plasme a organech .........ccccceeeeeviniiiiiniiiniiniinnne, 41
4.3.4 Analyza metabolitd ’C-hyaluronanu .............ccoovveerieuriieeenenennnnne. 41

4.3.5 Stanoveni molekulové hmotnosti '*C-hyaluronanu v mysich tkanich42

4.3.6 In vivo studie zkoumajici farmakokinetiku intravenézné podaného
hyaluronanu v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti ............cccceeveuenene. 42

4.3.7 Invivo studie zkoumajici organovou distribuci intraven6zné podaného
hyaluronanu v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti ............ccccceevenenene. 43

4.3.8 In vitro studie zkoumajici metabolismus hyaluronanu jaternimi
burikami v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti ...........cccccevviiiiiinnnnnne. 43

439 In vivo studie zkoumajici farmakokinetiku peroralné podavaného
hyaluronanU............cooieiiiiiieiiiciiie e e 44

4.3.10 In vitro experiment degradace hyaluronu umélou stfevni stavou ..... 45

4.3.11 Ex vivo studie zkoumajici degradaci hyaluronanu stfevnim
TNIKTODIOMIEII L.ttt et e 45

4.3.12 Stanoveni nenasycenych oligosacharidi hyaluronanu ve stfevnim

ODSANU MY STttt e 46

4.3.13 Stanoveni kratkych mastnych kyselin pomoci GC-MS...................... 48

5. VYSLEDKY A DISKUZE ......cossriuireimereimeeeseeseseseees s ssesesssesesssesessesesseeoees 49
5.1 Charakterizace ~ homogenity ~ modifikaci  lauroyl-modifikovaného
NYAIUTONANU ...ttt st n e 49

52  LC-MS analyza '*C-hyaluronanu, oleyl-modifikovaného hyaluronanu a

doxorubicinu v biologickych vzorcich ..o 55
5.2.1 PrincCip Metody .....cccccovvieviiiiiiiiiiiiiiiie e 55
5.2.2  Optimalizace pripravy VZorku........cccoceeiiviiiiiiininniniiiiiieiiecie 56

5.2.3 Chromatograficka separace doxorubicinu, doxorubicinolu,
nenasyceného disacharidu hyaluronanu, nenasyceného disacharidu oleyl-
modifikovaného hyaluronanu............ccccccceviniiiiiiiiiiiinii e 58

5.2.4 Validace LC-MS metody .......ccccooiiviiiiiiiiiiiiiiiciieciceiecie e 60



8.

0.

53 Studium polymernich micel z oleyl-modifikovaného hyaluronanu nesouci

cytostatikum doxorubicin po intravendzni aplikaci........cccceeceevieviiniiiiiiiiniiinnnn. 65

5.4 Studium farmakokinetiky nativniho hyaluronanu pomoci znaceni stabilnimi

isotopy 83

5.4.1 Charakterizace '*C-znageného hyaluronanu..............cccceevevvvrinnnnnes 83
5.4.2 Farmakokinetika intraven6zné aplikovaného hyaluronanu................ 86
5.4.3 Metabolizace intravenozné podaného hyaluronanu..............c.cc.c.... 95
5.4.4 Farmakokinetika peroraln¢€ podavaného hyaluronanu..................... 103
5.4.5 Degradace hyaluronanu stfevnim mikrobiomem.............ccccccccueanne 106
ZAVER ..ottt 119
LITERATURA ...ttt ettt et saae e sabeae e saanaeeeeans 121
SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU ......ccooomsiviumnrieissesisssnnseessesesssnessssssnns 138
ZIVOTOPIS ..ottt 140

10. PRILOHA: PUBLIKACNI VYSTUPY ..ot eeeeeeeeeeeeeeeees I



1. UVOD

Pro medicinské aplikace derivati hyaluronanu je nutné pouzivat pouze vysoce kvalitni, Cisté a
derivaty s dobfe definovanou strukturou, jejich spravna charakterizace je proto zasadni.
Struktura derivati hyaluronanu definuje jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, které nasledné
urcuji fyzikalné-chemické vlastnosti konecnych produktd a maji silny vliv i na jejich na
biologické funkce. Chemicky modifikovany hyaluronan je zpravidla charakterizovan molarni
hmotnosti, stupném a polohou substituce. Distribuce modifikaci podél hyaluronového tetézce
nebyva standardn€ monitorovana, avSak i tento parametr vyrazné ovliviiuje vlastnosti derivatu.
Z toho duvodu je dilezité mit k dispozici metody, které jsou schopné odlisnou distribuci

substituentt postihnout.

Jelikoz nativni hyaluronan je linearni polysacharid s pravidelné se opakujici monomerni
jednotkou, ktera neni modifikovana zddnymi funkénimi skupinami, biologické funkce zavisi
na jeho molekulové hmotnosti. Klicovy analyticky kol tedy spociva v jeho diferenciaci od
jinych glykosaminoglykanli a stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti. Pokud chceme
studovat absorpci, distribuci, metabolismus a eliminaci exogenniho hyaluronanu aplikovaného
do organizmu, je navic nutné odlisit exogenni hyaluronan od endogenniho. K tomuto tcelu se
vétsinou pouziva fluorescenéni nebo radioisotopové znaceni. Vysledky studii vyuzivajici tyto
metody znaceni pro studium exogenniho hyaluronanu si vSak ¢asto odporuji. V literatuie
napfiiklad neexistuje jednotny nazor, jak molekulova hmotnost ovliviiuje rychlost eliminace
aplikovaného hyaluronanu. Rovnéz je k dispozici jen velmi mélo informaci o tom, co se
v organizmu déje s chemicky modifikovanym hyaluronanem, pfitom tato znalost je pro

medicinské vyuziti derivatd hyaluronanu naprosto zasadni.

Cilem prace bylo vyvinout metodu umoziujici charakterizovat distribuci esterifikovanych
skupin podél fetézce lauroyl-modifikovaného hyaluronanu a vyvinout metodu pro analyzu
exogenniho/endogenniho nativniho hyaluronanu a chemicky modifikovaného hyaluronanu

v biologickych vzorcich.



2. TEORETICKA CAST

Podstatna Cast teoretické ¢asti prace byla publikovana ve formeé reSerSniho Clanku: ,, Analysis

of hyaluronan and its derivatives using chromatographic and mass spectrometric techniques*

[1].

2.1 Hyaluronan

Hyaluronan respektive kyselina hyaluronova (HA) patii do skupiny glykosaminoglykanti
(GAG). Do této skupiny se dale fadi chondroitin sulfat (CS), dermatan sulfat (DS), keratan
sulfat (KS), heparan sulfat (HS) a heparin (HP). Jednotlivé GAG se mezi sebou lisi
monosacharidovym slozenim a pozicemi glykosidickych vazeb, které je spojuji [2]. Struktura
GAG je slozita a na zakladé urcitych strukturnich motivii maji rizné GAG rizné biologické
vlastnosti, které hraji klicovou ulohu pfi adhesi bun€k a v riznych signalnich drahach.
Struktura HA je nejjednodussi ze vSech GAG a jako jediny z nich neni sulfatovan a neni
kovalentn& vazan na proteiny. Retézec HA je tvofen opakujici se disacharidovou jednotkou
tvorenou D-kyselinou glukuronovou (GlcA) a N-acetylglukosaminem (GIcNAc) spojenymi
glykosidickou vazbou p(1—3). Jednotlivé disacharidy jsou mezi sebou vazany A(1—4)

glykosidickou vazbou a tvoti linearni nevétveny fetézec [2].

HA je jednou z nejvice hydrofilnich pfirodnich latek, z tohoto divodu je nepostradatelnou
soucasti extracelularniho prostoru a je pfitomen jak ve zvitecich, tak v bakterialnich burikach.
U obratlovct se HA nachazi v nejvyssi koncentraci v kiizi a kloubech, kde hraje dulezitou
ulohu pfi hydrataci tkani a v ptipadé kloubt prispiva k jejich lubrikaci a ttumeni narazt. Kromé
plnici a hydrata¢ni funkce ma HA tadu biologickych uc¢inkt skrze interakci s mnoha receptory
pfitomnymi na bunééné membrané. Tyto interakce a biologické ucinky HA siln€ zavisi na jeho
molekulové hmotnosti (My), ktera se v lidském téle mize pohybovat od stovek Da pro
oligosacharidy az po velmi dlouhé fetézce s My 7000 kDa [3]. Nizkomolekularni HA (LMW
HA) byva spojovan se zanétlivymi procesy, zatimco vysokomolekularnimu HA jsou

prisuzovany opacné biologické ucinky [4].



Kyselina hyaluronova
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Obr. 1 Struktury disacharidovych jednotek jednotlivych GAG. Ve struktuie HA je 6 funk¢nich
skupin, které mohou byt u derivati HA chemicky modifikovany: i) hydroxylové skupiny, ii)
karboxylova skupina, iii) acetamidova skupina. Mista mozné sulfatace ostatnich GAG jsou oznacena

zlut€.

2.1.1 Metabolismus hyaluronanu

Lidské télo obsahuje kolem 15 g HA a jedna tfetina tohoto mnozstvi je denné degradovana a
znovu nesyntetizovana. Eliminace HA probihd na dvou urovnich, a to bud’ lokaln¢ v tkanich
nebo systematicky na turovni celého organizmu. Pfi systematické eliminaci je HA
metabolizovan jatry, lymfatickym systémem a ledvinami. Na bunécné turovni je HA
degradovan dvojim zptusobem: neenzymaticky ucinkem volnych radikalt a enzymaticky za
ucasti nekolika HA Stépicich enzymi. Soucasny model metabolismu HA pricita hlavni Glohu
dvéma hyaluronidasam: HYAL1 a HYAL2. HYAL2 je enzymem pfitomnym v bunééné
membrang, ktery $t€pi HMW HA na ~20kDa fragmenty. Tyto fragmenty jsou internalizovany
buitkou a vlysozomech dale stépeny HYAL1 az na tetrasacharidy, které jsou nasledné
degradovany exoglukoronidasami na GlcA a GIcNAc [5]. Hyaluronidasova aktivita byla
prokdzana rovnéz u transmembranového proteinu 2 (TMEM2) a HA-vazajicitho proteinu

(znamym pod zkratkou CEMIP nebo KIAA1199) [6].

Na trovni systémové degradace je HA z perifernich tkani uvolnén a dostava se do krevniho
reciSté a lymfatickych cest. HA je nasledné endocytovan predev§im jaternimi endotelidlnimi
burikami a v mensi mife ledvinovymi endotelialnimi burikami. Endocytéza HA probiha za
ucasti nékolik membranovych receptort: HARE (hyaluronan receptor for endocytosis), LYVE

(Iymphatic vessel endothelial HA receptor) a laylinu [7].



HA je vyuzivan v celé tadé aplikaci od kosmetiky, pfes oftalmologii az po 1écbu artritidy.
Metabolismus HA je velmi rychly s poloasem eliminace v krvi 2-10 min. AvSak davky v fadu
jednotek az desitek mg HA na 1 kg télesné hmotnosti ¢loveka, které se vyuzivaji v mediciné
pfi intravenozni aplikaci, mohou saturovat metabolismus HA a prodlouzeni polo€asu eliminace
az na ne¢kolik hodin [8,9]. Informace ohledné metabolismu a osudu exogenniho HA
v organismu jsou vSak zalozeny na studiich, které k odliSeni exogenniho od endogenniho HA
vyuzivaly znaCeni fluorescen¢ni nebo radioisotopovou znackou. Fluorescencni detekce HA
byla umoznéna navazanim fluoresceinu [10], cypatu [11] a kyaninu 5,5 [12]. Radiometricka
analyza HA byla umoznéna navazanim isotopt *™Tc [13], !!!In [14], '®1[15,16], *H [17], ''C
[18] nebo '“C [14,19]. Fluorescenéni a radiometrické metody jsou vétsinou dostateéné citlivé
a spolehlivé odlisi endogenni a exogenni HA v komplexnich biologickych vzorcich, nicméné
jejich pouziti pfindsi celou fadu nevyhod. Kromé toho, ze s radioaktivnim materidlem je
potieba pracovat za zvlastnich podminek a pouze na specializovaném pracovisti, chemické
modifikace méni strukturu HA a tim jeho vazebnou schopnost na receptory. Dalsi nevyhodou
je, ze pri fluorescenénim nebo radiometrickém méfeni je sledovana pouze znacka, nikoli
samotny HA. Zaznamenany osud podaného HA v organismu tak nemusi plné reflektovat

skutecnou situaci [20].

2.1.2 Chemické modifikace hyaluronanu

HA predstavuje biokompatibilni, biodegradabilni material s mukoadhesivinimi vlastnostmi,
pouzitelny v celé fadé medicinskych aplikaci zahrnujicich hojeni ran, tkanové inzenyrstvi a
cileny transport lé¢iv. Pro fadu aplikaci je vSak zadouci nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti
HA zménit. Chemicka modifikace HA umoziuje pfipravu nejriznéjSich forem preparata, jako
jsou hydrogely, filmy, vlakna, nanomaterialové nosice 1éCiv a dalsi. HA muze byt modifikovan
na Sesti funkCnich skupinach: na karboxylové skuping€, ctyfech hydroxy skupinach a N-
acetylovém zbytku (Obr. 1). Karboxylova skupina muze byt zménéna na ester nebo amid.
Hydroxylové skupiny mohou byt oxidovany nebo pievedeny na ethery, estery nebo karbamaty.
Regioselektivita derivatizacnich reakci na hydroxy skupinach neni znama, avsak predpoklada
se, ze derivatizace probihd pfedevs§im na hydroxylu C6 na GlcNAc, ktery je jako primarni
alkohol nejpristupnéjsi derivatizacnimu cinidlu. Acelytovy zbytek na GIcNAc mize byt
modifikovan na amin, na ktery mohou byt nasledné navazany dal$i funkéni skupiny [21].
Karboxyl a hydroxylové skupiny jsou nejcastéj§im mistem chemické modifikace pfi vyvoji
novych derivatdt HA z davodu, Ze jejich modifikaci je ovlivnéna rozpustnost HA ve vodé a

odolnost vi¢i hyaluronidasam, zatimco biologické vlastnosti HA byvaji zachovany.
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Modifikace na N-acetylu nebyvaji Casté, jelikoz dochazi k vyraznému ovlivnéni biologickych

ucinkd HA a béhem deacetylace se zna¢né snizuje jeho My, [22,23].

Chemicka derivatizace je stale nejpouzivanéj§i metodou modifikace struktury HA, avSak
v poslednich letech byl ucinén velky pokrok v metodach chemoenzymatické syntézy a
biotechnologické produkce GAG [24,25]. Kombinace postupti chemické derivatizace a
enzymaticky katalyzovanych reakci muze vést k vytvoreni novych derivatd s presné

definovanou a homogenni modifikaci hyaluronového fetézce.

2.2 Analyza hyaluronanu

Struktura HA je pomérné jednoducha a neobsahuje podél polysacharidového tetézce zadné
modifikace ani zadna rozvétveni. Klicovou ulohou pfi analyze HA tak je predev§im odliseni
HA od ostatnich GAG, stanoveni jeho obsahu a My. K odliSeni HA od ostatnich GAG lze
vyuzit celé fady chromatografickych (2.2.3) nebo elektroforetickych metod [26]. Kvantifikaci
je mozné provést rovné€z ruznymi metodami s vyuzitim spektrofotometrickych, LC, MS a
ELISA metod, jak je podrobnéji popsano v nasledujici kapitole (2.2.1). Ke stanoveni My, a jeji
distribuce je v sou€asnosti vyuzivano piedevsim detektoru MALLS (multi-angle laser light
scattering) (Obr. 2), ktery méfi rozptylené svétlo v nékolika thlech. Na rozdil od konvencni
SEC, kdy je My HA vyhodnocena porovnanim chromatografickych zaznamut se standardy
(dextran, pollulan), MALLS detektor umoziiuje piimé stanoveni My. SEC-MALLS stanoveni
vyzaduje stanoveni koncentrace vzorku v kazdém elucnim objemu, ktera se urci ze signalu

diferencialniho refraktometru. [27]

A — 5
/\ > HPLC H Dévkovaé )_. kolona |

cerpadla vzorku
MALLS
«+«—— Rl detektor detektor

zpracovani
vysledki

Obr. 2 A) Schéma detektoru MALLS (multi-angle laser light scattering), B) Schéma zapojeni
MALLS detektoru. Prevzato z [28] a upraveno.



2.2.1 Kbvantifikace hyaluronanu

Koncentrace HA se v jednotlivych organizmech a zivoc¢iSnych tkanich znacné lisi. V lidské
synovialni tekuting je HA pfitomen v koncentraci 2-3 mg ml™! zatimco koncentrace HA
v plasmé dosahuje pouze 40 ng ml™! a zvySené hodnoty jsou asociovany s cithozou, artrozou
nebo rakovinovym onemocnénim [3]. Vzorky svysokou koncentraci HA a nizkym
zastoupenim kontaminantii (jiné GAG) mohou byt analyzovany pomoci jednoduchych
kolorimetrickych metod, jako je napft. reakce s karbazolem nebo alcianovou modri [29]. Tyto
metody se s uspéchem vyuzivaji pii analyzach produktd obsahujicich HA (tablety, gely,
kultivacni média ...), avSak pro studium metabolismu HA a zkoumani jeho biologickych ucinkt
jsou potfeba mnohem specifictéjsi a citlivéjsi metody. Kvantitativni metody ELISA jsou
vysoce specifické a maji nejnizsi limit kvantifikace 0,05-30 ng ml™' v porovnani s ostatnimi
kvantitativnimi metodami [3]. Jejich nevyhodou vSak je, ze vysledek je zavisly na My HA.
Klasicka ELISA v sendvi¢ovém uspotadani Spatné detekuje fragmenty HA s My mensi nez
150 kDa [30]. Naproti tomu chromatografické a elektroforetické metody kvantifikace HA, kdy
HA je nejprve depolymerizovan enzymatickou nebo neenzymatickou cestou, nejsou na My HA
zavislé. Pii enzymatické degradaci je vSak potfeba brat v uvahu substratovou specifitu
pouzitych enzym, jelikoz hexasacharid je nejmensi jednotkou HA, kterou je schopna rozstépit
hovézi testikularni hyaluronidasa (BTH) [31] a hyaluronidasa ze slin pijavic [32]. U lyas ze
Streptococcus pneumoniae (naSe pozorovani) a chondroitinasy AC I [33] je nejmensSim

substratem trisacharid HA, u lyasy ze Streptomyces hyalurolyticus pak heptasacharid HA [33].

2.2.1.1 Priprava vzorku pro chromatografickou analyzu hyaluronanu

Pro kvantifikaci HA v biologickych vzorcich se slozitou matrici, obsahujicich velké mnozstvi
proteind, lipida a dalSich slozek, je urcité precisténi vzorku nezbytné. Pro pfipravu vzorku pro
analyzu HA a jinych GAG existuje cela fada postupi. Na Obr. 3 je vyznaceno obecné schéma
charakterizujici jejich nejdalezitéjsi kroky. Kromé zakladnich kroku, které zahrnuji odstranéni
proteind, depolymerizaci HA, derivatizaci vzniklych oligosacharidii, obsahuji nékteré postupy
i dalsi procedury, jako extrakci lipidi ¢i odstranéni nezreagovaného reakcniho Cinidla, vse

s cilem co nejvice precistit HA pred samotnou chromatografickou analyzou [34].

Ackoliv neni HA na rozdil od ostatnich GAG kovalentn€ vazany na proteiny, mohou proteiny
s HA nekovalentné interagovat. Z tohoto divodu je pfi pfipravé vzorku prvnim krokem
odstranéni proteint, pfiCemz nejvyuzivan€j§im postupem je jejich degradace nespecifickymi

proteasami: papainem [35] nebo aktinasou E [1,36,37]. PreruSeni nekovalentnich interakci HA-



protein je zvlasté dulezité pfi analyze hydrofobizovanych derivati HA, kde je jejich sila
nejvetsi. [38]. Odstranéni proteint digesci proteasami je vSak i pii vysokych koncentracich
enzyml (~5 mg/ml) a dlouhych inkubacnich Casech (20 h) pouze Castecné a je dosahovano

ucinnosti kolem 70 % [39].

Po degradaci proteini muze nasledovat preisténi vzorku pomoci nékolika metod. Pro
odstranéni jinych GAG muze byt vyuzito srazeci reakce se cetyltrimethylamonium bromidem
(CTAB) nebo cetylpyridinium chloridem [40]. HA m4 oproti CS, KS, HS a DS niz§i negativni
naboj, coz umozinuje selektivné srazet sulfatované GAG pomoci CTAB v roztoku s nizkou
koncentraci soli a nizkou iontovou silou a HA udrzet v roztoku [41]. Nevyhodou takovéhoto
postupu je negativni vliv CTAB na LC-MS analyzu, kdy muaze dochazet k iontové supresi
oligosacharidi HA. Nizsi negativni naboj HA oproti ostatnim GAG lze vyuzit i pii purifikaci
HA pomoci kolonek se silnym anexem, kdy pii eluci mobilni fazi s nizkou iontovou silou je
HA eluovan jako prvni a dal$i GAG zistavaji zadrzovany na kolon€. Vytéznost tohoto postupu
se pohybovala v rozmezi 72-93 % [39]. HA muze byt dale separovan od nizkomolekularnich
latek pomoci membranové filtrace. Vytéznost tohoto postupu muze byt pro HA vysoka, jelikoz
membranova filtrace CS filtrem zadrzujicim molekuly s My vyssi nez 10 kDa dosahovala 92—
99 % [36]. Membranova filtrace mize byt rovnéz pouzita az po depolymerizaci HA. Ze vzorku
jsou pak odstranény vysokomolekularni kontaminanty spolu s degrada¢nimi enzymy a
oligosacharidy HA zGstavaji ve filtratu. Oligosacharidy HA mohou byt podobné jako
proteoglykany precCistény pomoci extrakce na pevné fazi s vyuzitim sorbenti pro hydrofilni
interak¢ni chromatografii (HILIC) nebo sorbentli na bazi porézniho grafitického uhliku (PGC)
[42]. Dalsi moznosti je vyuziti glycoblottingu, kdy jsou disacharidy GAG selektivné vazany
na sorbent s hydrazinovymi skupinami [43]. Publikovana vytéznost tohoto postupu dosahovala

pro glykany az 92,5 % [44].
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Obr. 3 Schéma pripravy vzorku pro kvantifikaci HA v komplexni matrici pomoci
chromatografickych metod. 2-aminobenzamid (2-AB); kyselina anthranilova (2-AA); 1-fenyl-3-
methyl-5-pyrazolon (PMP); 2-aminoakridon (AMAC))

2.2.1.2 Analyticka derivatizace oligosacharidu

Derivatizace oHA, které vzniknou depolymerizaci HA, napomaha zlepsit jejich retenci v
systému RPLC a umoziuje detekci pomoci UV/Vis nebo fluorescenéniho detektoru, ptipadné
zvySuje ionizovatelnost oHA pii MS detekci [45]. NejstarSimi technikami derivatizace oHA
jsou permethylace hydroxylovych skupin a esterifikace karboxylové skupiny na GlcA (Obr. 4).
Jelikoz oHA nabizi hned nékolik mist pro derivatizacni reakci, je produktem takovychto
derivatizacnich reakci smés rizné derivatizovanych oligosacharidi, coz muze komplikovat
kvantifikaci HA a vyhodnoceni chromatografického nebo elektroforetického zaznamu.
Z tohoto hlediska predstavuji derivatizacni reakce na redukujicim konci vyhodnéjsi postup,
jelikoz k reakci dochazi pouze na jednom misté v molekule oHA. Mechanismus téchto reakci
probiha skrze reduktivni aminaci (za pouziti kyseliny anthranilové (2-AA), 2-aminobenzamidu
(2-AB), 2-aminoakridonu (AMAC) nebo prokainamidu) nebo Michaelovy adice za pouziti 1-
fenyl-3-methyl-5-pyrazolonu (PMP). Béhem reduktivni aminace tvofi reaktivni aldehydova
skupina na redukujicim konci oHA s aminoskupinou derivatiza¢niho ¢inidla Schiffovu bazi,
ktera je nasledné kyanoborohydridem sodnym nebo 2-pikolinem redukovana na sekundarni
amin. Pro dosazeni vysokého vytézku probihd reakce za zvySené teploty v bezvodém a
kyselém prostfedi v methanolu [46] nebo dimethylsulfoxidu [47,48]. Pokud je derivatizacni
¢inidlo 2-AB nebo AMAC pfidano v 50-100 nasobném prebytku je vytézek derivatizacni

8



reakce témeér stoprocentni [43,49]. Derivatizace PMP, reagujici skrze Michaelovu adici,
probiha naproti tomu ve vodném prostiedi za bazického pH, kdy jsou na jednu molekulu oHA
navazany dvé molekuly PMP. Vytézek této reakce se rovnéz blizi sto procentim. PMP na
rozdil od ostatnich uvedenych Cinidel neumoziiuje fluorimetrickou detekci, ale silné absorbuje
UV zareni s vinovou délkou 245 nm. Derivatizace pomoci PMP nebo AMAC jsou vhodné pro
naslednou separaci oHA na reverznich fazich (RPLC), jelikoz tyto derivatiza¢ni reakce zna¢né
zvySuji hydrofobicitu oHA. Derivatizace oHA pomoci 2-AA nebo 2-AB se pouziva jak pro
RPLC, tak pro HILIC. oHA derivatizované prokainamidem jsou separovany pouze na HILIC

kolonach, jelikoz polarni povaha prokainamidu nezarucuje retenci na reverznich fazich [50].

Reduktivni aminace
2-AA 2-AB AMAC procainamide |
3

e CH
Ho._ O HaN.__.0 . N/ ]
2! 1
H,N HN O O NH—/_ —CHs |
N HoN ]
H o] :

Michaelova adice

Esterifikace —éij Permethylace HyC—1I

Obr. 4 Analyticka derivatizace nenasyceného disacharidu HA.

Porovnani jednotlivych derivatizacnich reakci a od nich odvozenych kvantitativnich metod
z hlediska mezi detekce a kvantifikace je problematické, jelikoz publikované metody nejsou
validovany stejnym zpusobem. Ilustrativni piehled né€kolika metod uvedenych v Tab. tak
dovoluje pouze omezené porovnani mezi detekce, popft. stanovitelnosti jednotlivych metod.
Pomoci LC-MS s ionizaci nativnich disacharida HA elektrosprejem v negativnim modu bylo
dosazeno limitu kvantifikace 300 ng ml™! pii analyze vzorkd plasmy [51]. Reduktivni aminace
zvySuje ionizacni ucinnost v positivnim modu a umoziuje fluorimetrickou detekci, coz ve
vysledku vede ke snizeni meze detekce. Kvantifikace disacharidi GAG derivatizovanych
AMAC, separovanych pomoci kapilarni elektroforézy a detekovanych pomoci fluorescence,

dosahovala piiblizné¢ 100krat nizsiho limitu detekce (LOD) v porovnani s UV detekci



nederivatizovanych GAG disacharida pii vinové délce 232 nm [49]. Prokainamid vykazuje
v porovnani s AMAC a 2-AB jesté vys$si ucinnosti ionizace a intenzity fluorescence
derivatizovanych oligosacharidi. Stanoveni disacharidi derivatizovanych prokainamidem
pomoci HILIC-MS s ESI v pozitivnim modu dosahovalo 30krat nizSich LOD v porovnani
s analyzou disacharida derivatizovanych AMAC, separovanych na RPLC a ionizovanych ESI
v negativnim moédu [47]. Je vSak potfeba zminit, Ze pozorovany rozdil v LOD nemusi byt
zpusoben pouze rozdilnou ucinnosti ionizace disacharidd, ale rovné€z i zplsobem
chromatografické separace (HILIC vs. RPLC) a matricovymi efekty. Tticetinasobny rozdil
v hodnotach LOD byl pozorovan pro derivaty prokainamidu a 2-AB pfi fluorimetrické a ESI-
MS detekci v positivnim modu [52]. Ackoliv derivaty prokainamidu vykazuji nejvyssi
ionizacni ucinnost, Cinidlo zatim nebylo vyuzito ke stanoveni HA. Bylo pouze publikovano
stanoveni HS, kde autofi uréili velmi nizké LOD < 0,6 ng ml~! [47]. Nejniz§i mez detekce pii
stanoveni HA vykazovala metoda pro disacharidy derivatizované pomoci AMAC detekované
pomoci MS [53] a pomoci fluorescencni detekce [54]. LOD pro obé metody dosahovalo shodné
0,1 ng. Metoda derivatizace PMP ve spojeni s LC-MS k vyraznému zvySeni ionizace a snizeni
LOD nevedla, LOD pro tento postup dosahuje stejné jako v ptipadé LC-MS analyzy nativnich
disacharidd ~100 ng m1~! [55].

Reduktivni aminace obecné zajistuje niz§i LOD avSak za cenu naro¢néjsi a delsi piipravy
vzorku. Reak¢ni ¢as degradace pouzivany i u ostatnich postupti se obvykle pohybuje kolem
Ctyt hodin. Pred samotnou derivatizaci je vSak potieba zaradit Casové narocny krok, vysuseni
vzorkl a rozpousténi v organickém rozpoustédle. K tomu je tfeba rovnéz pripocitat nutnost
pracovat s nebezpecnymi latkami a nutnost dal§iho purifika¢niho kroku (kapalinové extrakce

nebo SPE), kdy je nutné odstranit ze vzorku nezreagované derivatizacni Cinidlo.

Tab. I Vybér metod pro kvantifikaci HA.

Derivatizac Reakéni

vzorek ~ MmOISNVE - ogidle  Reaklni o Analytickd oy 60 LOD ref.
vzorku prostiredi metoda
(mol/1) ky
1ékova —1 —1
forma 25 mg ne - - HILIC-MS 300 ng ml 100 ng ml [51]
jatra, 28% NHzv 0,5 h, O 0
tfovo lg PMP (0.3)  yron 10 °C RPLC-MS 357 ng ml 107 ng ml [55]
. AMAC 4h
7aludek 250 pg kys. 2 RPLC-FL - 0,1 ng [53]
©,1) octova/DMS 45 °C
o 0 (3:17),
jatra,
mog, - ‘(A(‘)Nllf‘c NaCNBH3 j Sh;, c RPLC-MS - 0,1 ng [54]
buiiky ’ (1 mol/l)
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Pti kvantitativni a strukturni analyze chemicky modifikovaného HA neni derivatizace obvykla,
jelikoz derivaty HA jsou ze své podstaty hydrofobné&jsi a byvaji separovany RPLC [56],
gelovou permeacni chromatografii (SEC) [57] nebo na PGC [58].

2.2.2 Degradace hyaluronanu

Prestoze MS detekce byla pouzita i pro fragmenty HA s My presahujici 40 kDa [59] a jsou
publikovany metody pfimého stanoveni HA pomoci LC-UV [60], vysoka My a vysoka
polydisperzita HA znemoziuji pfimé stanoveni HA pomoci LC-MS. Kompletni
depolymerizace HA na disacharidové jednotky je vyuzivana pro kvantitativni analyzu HA,
zatimco parcidlni degradace HA na delSi oligosacharidy je vhodna pro strukturni analyzu
derivatd HA. Metod, jak degradovat HA je mnoho, ale pouze degradacni procesy, které jsou
opakovatelné a tvortici oligosacharidy se stupném polymerizace (DP) 2-20, jsou pouzitelné pro

LC a MS analyzu HA a jeho derivati

2.2.2.1 Enzymaticka degradace

Hyaluronidasy oznacuji skupinu enzymd, které jsou schopny depolymerizovat HA. Enzymy se
rozdeéluji do tii skupin podle mechanismu depolymerizace a povahy kone¢nych produktt. Prvni
skupinou jsou hyaluronan 4-glykanohydrolasy (EC 3,2,1,35), druhou skupinou hyaluronan 3-
glykanohydrolasy (hyaluronidasy produkované pijavicemi, EC 3,2,1,36) nasledované
bakterialnimi hyaluronan lyasami (EC 4,2,2,1) [61]. U savci jsou nejdalezitéjSimi
hyaluronidasami Hyal 1 a 2. Hyal 2 degraduje nativni HA na fragmenty dlouhé pfiblizn¢ 50
disacharidovych jednotek. Hyal 1 pak stépi HA jakékoliv My na tetrasacharidy [62].
Analytické vyuziti téchto enzymu je vSak problematické, jelikoz jsou v organismu zastoupeny
v nizkych koncentracich a jejich extrakce a purifikace z zivo€isnych tkani je obtizna [63]. Ze
sav¢ich hyaluronidas je nejpouzivanéj§im enzymem hovézi testikularni hyaluronidasa (BTH),
ktera je komercné dostupna. BTH §tépi hydrolyticky glykosidickou vazbu f(1—4) za vzniku
sudych oligosacharidi s GIcA na neredukujicim konci. Kone¢nymi produkty degradace jsou
tetra- a hexasacharidy. Kromé hydrolytické funkce vykazuje BTH 1 transglykosilacni funkei,
kdy se pii depolymerizaci tvoii jako meziprodukt disacharid, ktery je nasledné prenesen a
navazan na neredukujici konec dalsiho fetézce HA. Aktivita BTH je inhibovana CS a DS [31]
a chemicky sulfatovanym HA [64]. Substratova specifita BTH vSak neni uplna a také
sulfatované GAG (HA, CS a DS) jsou do urcité miry depolymerizovany, pfi¢emz ucinnost
depolymerizace klesa se vzrastajicim stupném sulfatace [64]. Jako inhibitory BTH figuruji

latky rizné chemické podstaty, jedna se o GAG, proteiny, polysacharidy, mastné kyseliny,
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antibiotika, syntetické organické molekuly, lanostanoidy, polyfenoly, flavonoidy, terpenoidy a

dalsi [65].

Hyaluronidasy produkované pijavicemi (LHase) §tépi glykosidickou vazbu f(1—3) mezi GIcA
a GlcNAc za vzniku sudych oligosacharidit HA s GIcNAc na neredukujicim konci. Kone¢nymi
produkty depolymerizace HA jsou tetra- a hexasacharid [66]. Na rozdil od BTH LHase
nevykazuje transglykosila¢ni aktivitu a nedegraduje CS. Depolymerizace kombinovanym
pusobenim BTH a LHase umoziiuje pfipravu Siroké palety oHA vcetné lichych oHA [32].
Vyuziti LHase pro strukturni a kvantitativni analyzu HA viak dosud nebylo publikovano. Sirsi
vyuziti LHase komplikuje fakt, ze enzym neni zatim komercné dostupny, nicméné jiz byl
identifikovan a amplifikovan gen zodpovidajici za syntézu tohoto enzymu, coZz muize v piistich

letech vést k velkoobjemové produkci a komercni dostupnosti enzymu [67].

Ackoliv byly bakterialni lyasy izolovany zvelkého mnozstvi druhG bakterii vcetné
Clostridium, Flavobacterium, Micrococcus, Streptococcus and Streptomyces [61] pouze lyasy
ziskané z Flavobacterium, Streptomyces and Streptococcus jsou komercné dostupné a
pouzivané pro analyzu HA. Bakterialni lyasy degraduji HA p-eliminaci, pfi¢emz vznikaji
prevazné sudé oligosacharidy s dvojnou vazbou mezi C4 a C5 na GIcA na neredukujicim konci.
Jedinym produktem degradace HA lyasou ze Streptococcus pneumoniae (SpHyl) jsou
nenasycené disacharidy. Enzym se nejprve ndhodné navaze na fetézec HA, ktery v miste
navazani rozstépi na dva fragmenty. Jeden z té€chto fragmentl zistava navazany na enzym a
dochazi k postupné depolymerizaci fragmentu po disacharidech od redukujiciho
k neredukujicimu konci [68]. Katalyticka aktivita enzymu SpHyl je velmi vysoka. Za minutu
nastépi stejné mnozstvi HA jako BTH za 24 hodin [41]. Hlavnim substratem pro SpHyl je
nativni HA, avSak enzym je schopen degradovat i derivaty CS [69], acylovany HA [70] a HA
s kovalentné pfipojenym peptidem [56]. Jedinym enzymem, ktery §tépi pouze HA, je HA lyasa
ze Streptomyces hyalurolyticus. Tento enzym §tépi ob¢€ glykosidické vazby f(1—4) a f(1—3)
za vzniku lichych a sudych oHA, které jsou produkovany v piiblizné€ stejnych pomérech.
Dal§im produktem depolymerizace je nenasyceny GlcNAc - AHexNAc (2-acetamido-2,3-di-
deoxy-B-erythro-hex-2-enopyranose) [33].

HA muZe byt rovné€z depolymerizovan enzymy, pro které neni primarnim substratem, jako jsou
chondroitinasa AC (EC 4,2,2,5) a ABC (EC 4,2,2,4), které primarné degraduji CS na
nenasycené disacharidy CS. Vzhledem k rozsifené substratové specifité jsou tyto enzymy hojné
vyuzivany pro strukturni analyzu derivatt HA a CS [57,58,71]. Konec¢né produkty

depolymerizace modifikovaného HA jsou Casto odlisné od produkti degradace nativniho HA.
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Enzymy nejsou Casto schopny rozeznat a Stépit fetézec HA v mist¢ modifikace. Produkty
depolymerizace jsou tak delsi oHA, nez tomu je pfi St€peni nativniho HA [57]. V piipade
degradace HA modifikovaného 4-dibutandiol di-(propan-2,3-diolyl) etherem (BDPE)
chondroitinazou ABC jsou produkovany tetrasacharidy substituované na C4 hydroxylu na
GIcNAc na redukujicim konci namisto disacharidi [72]. Hlavni produkty depolymerizace

popisovanych hyaluronidas jsou uvedeny na Obr. 5.

Hovézitestikuldrni hyaluronidasa (EC 3.2.1.35) Hyaluronidasa ze slin pijavic (EC 3.2.1.34)

-----------------------------------------------------------------------------------------------

AHA2AN AHA3AA AHA4AN

’l e 86

AHASBAA AHASAN AHexNAc

’I..’...

Hyuluronldusq ze Streptococcus pneumoniae (EC 4.2.2.1) an
Chondroitinasa ABC (EC 4.2.2.4) : s

Chondiroifinasa AC | (EC 4.2.2.5) : /‘

Obr. 5 Prehled enzymii degradujicich HA s piehledem koneénych produktii depolymerizace HA.
Oligosacharidy HA jsou oznaceny podle nazvoslovi navrzeného [73], kde cislo oligosacharidu urcuje
pocet monosacharidu, glukuronidova kyselina (A, modfe), N-acetylglukosamin (N, Zlut¢). Bila linka a

A znadi pfitomnost dvojné vazby na kyselin€ glukuronové na nerudukujicim konci oligosacharidu.

2.2.2.2 Neenzymaticka degradace

Pti alkalické hydrolyze HA je z redukujiciho konce odstépen GIcNAc a vznikaji fragmenty
s GIcA na tomto konci. Dal§imi produkty alkalické hydrolyzy jsou monosacharidy odvozené
od GIcNAc s dvojnou vazbou mezi C2 a C3 nebo C3 a C4 [73]. Pii kyselé degradaci HA
vznikaji sudé a liché oligosacharidy, saturované a deacetylované mono- a oligosacharidy a fada
nizkomolekularnich vedlejSich produktt [74,75]. V zavislosti na koncentraci kyseliny je
Stépena bud’ p(1—3), nebo p(1—4) glykosidicka vazba. Hydrolyza HA kyselinou o
koncentraci 0,1 mol I"' produkuje liché oligosacharidy s GlcA na neredukujicim konci,

zatimco hydrolyza skyselinou o koncentraci 1 moll™' produkuje sudé oligosacharidy
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s GIcNAc na redukujicim konci [76]. Hydrolyza HA pomoci HCI, H2SO4 nebo kyselinou
trifluoroctovou (>1 mol 1) poskytuje nasycené disacharidy s GlcA na neredukujicim konci
s vysokym vytézkem, coz umoziuje vyuziti tohoto depolymeriza¢niho postupu pii kvantifikaci
HA [55,77]. Kysela hydrolyza muze probihat kromé vodného roztoku v prostiedi alkohold
(methanol, ethanol, butanol), kdy vznikaji alkylované disacharidy, které vykazuji vyS§si retenci

na RPLC nez nativni disacharidy [78,79].

Neenzymaticka degradace obecné nebyva vyuzita pro strukturni analyzu derivatd HA.
Vyjimkou je degradace HA kyselinou dusitou, ktera slouzi ke strukturni analyze Castecné
deacetylovaného HA nebo HA sulfatovaného na amidové skupin€ GlcNAc. Pii pH 4 kyselina
dusita Stépi selektivné glykosidickou vazbu mezi GlcA a deacetylovanym GlcNAc. Pfi pH 3
Stépi glykosidickou vazbu mezi GIcA a deacetylovanym GIcNAc 1 N-sulfatovanym
glukosaminem. Pfi reakci vznikaji sudé oligosacharidy s anhydromanosou na redukujicim

konci [23,80].

Pro kvantitativni analyzu HA se vyuziva pouze kyselé hydrolyzy. Alkalicka hydrolyza nachéazi
uplatnéni zejména pii vyrobé riznych typt oHA a jsou pii ni produkovany slozitéj§i smési
oligosacharidi (liché, sudé). Naproti tomu kysela hydrolyza HA (s vysokou koncentraci
kyseliny) produkuje jednodussi smés oligosacharidli, kde dominuji predevsim disacharidy.
Kysela hydrolyza tak predstavuje efektivni a levny zpasob depolymerizace HA, ktery neni
ovlivnén zadnymi inhibitory a depolymerizuje v§echny GAG v jednom kroku [81]. Na druhou
stranu, je-1i ve vzorku pfitomno vice GAG, vznika kyselou degradaci smés epimernich HA, CS

a HS disacharida, které je nutné pii vlastni analyze od sebe separovat.

2.2.3 Metody kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostné spektrometrickou

detekcei

Pro chromatografickou analyzu HA bylo popsano mnoho metod vyuzivajicich RPLC, PGC,
HILIC, SEC a iontové vyménné chromatografie [82]. Rovnéz byla publikovana fada metod pro
analyzu jinych GAG nebo N- a O-glykana [83], které potencialné mohou byt pouzity
k chromatografické analyze HA. Cilem chromatografickych analyz HA je separace rizné
dlouhych oHA pfipadné rizné modifikovanych oligosacharidi. oHA existuji ve dvou
konformacich, a nebo f anomeru v zavislosti na tom, zda je monosacharid na redukujicim
konci v oteviené nebo uzaviené konformaci. Kvuli tomuto jevu jsou v chromatografickych
zaznamech oHA obvykle pozorovany rozdvojené piky [58]. Rozdvojovani pikd se muze

zamezit bud’ redukci oHA na pfislu$né alditoly [84], bazickym pH mobilni faze nebo vysokou
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teplotou na koloné¢ [85]. Prehled publikovanych LC-MS metod analyzy HA nebo LC metod
kompatibilnich s MS a potencialn€ pouzitelnych pro LC-MS analyzu HA je uveden v Tab. IL

2.2.3.1 Chromatografie na reverznich fazich

oHA jsou vysoce polarni molekuly a jejich retence na nepolarnich stacionarnich fazich je nizka
[86]. Castené separace oHA s DP 4-10 bylo dosazeno na koloné s ethylovanym silikagelem
[87]. Dalsi RPLC metoda udava separaci oHA s DP 2-8 na stacionarni fazi C12 za kyselého
pH mobilni faze [88]. Modifikace konvencnich alkylovanych fazi dalSimi ionizovatelnymi
funk¢énimi skupinami umoziuje separovat polarni oHA nejen dle hydrofobicity, ale rovnéz
s vyuzitim retence na zakladé iontové vymeénné chromatografie. Piikladem takové separace
muze byt separace na kolon¢ Waters XSelect CSH C18, ktera se pti pH<6 chova jako slaby
anex [89] a umoziuje separovat sudé a liché oHA s DP 2-10 [32]. Separace disacharidi
odvozenych od riznych GAG na RPLC probiha tispésné pouze po derivatizaci pomoci AMAC
nebo PMP, jez zasadné zvysi jejich hydrofobicitu. Vsech 17 disacharidi GAG bylo separovano
na stacionarni fazi C18 pfi pouziti octanu amonného a methanolu jako slozek mobilni faze.
Methanol vykazoval lepsi elucni charakteristiky nez méné polarni acetonitril. Pfi neutralnim
pH (6,8) jsou disacharidy odvozené od sulfatovanych GAG a modifikované pomoci AMAC
eluovany podle poctu navazanych skupin, kdy jsou nejdfive eluovany disacharidy se tfemi
skupinami a jako posledni jsou eluovany nesulfatované disacharidy véetné disacharidd HA
[54]. Pro zvySeni separacni u€innosti RPLC lze do mobilni faze ptidat ion-parova ¢inidla jako
napf. tributylamonium a dosahnout separace oHA s DP az 40 na C18 koloné [90]. Nevyhodou
ion-parovych cCinidel je, ze pti MS detekci mohou potlacovat ionizaci oHA v pozitivnim modu
a v negativnim modu tvorit adukty s oHA (komplexy s alkylamoniem) a komplikovat tak
ionizaci a vyhodnoceni signali. Pfidanim octanu do mobilni faze lze negativni vliv ion-
parovych Cinidel pifi MS detekci do urcité miry eliminovat a zaroven zachovat ion-parovou

funkci pfi chromatografické separaci [91].

2.2.3.2 Separace na stacionarnich fazich na bazi porézniho grafitického uhliku

Podobne¢ jako pfi separaci na reverznich fazich je retence analyt na stacionarni fazi porézniho
grafitického uhliku fizena hydrofobicitou analyti, kromé toho vsSak zahrnuje retencni
mechanismus polarni a iontové interakce. Retence oHA na PGC kolonach vzrista s rostouci
délkou fetézce HA a vysSim poctem karboxylovych skupin [82,84]. Pomoci PGC lze bez
jakékoliv derivatizace separovat isomerni nenasycené disacharidy AN odvozené od CS a HA

[37], které se li8i pfitomnosti GlcNAc nebo GalNAc na redukujicim konci, a disacharidy
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odvozené od HA a HS, které se lisi pozici glykosidické vazby mezi GlcA a GlcNAc [92].
Retence oHA na PGC kolonach klesa s rostoucim pH a iontovou silou mobilni faze. Pfi nizkém
pH a nizké iontové sile eluentu (0,1% kyselina mravenci) jsou oHA s DP vy§§im nez 6 silné
zadrzovany na kolon€ a nejsou vymyvany ani pii pouziti vysokych koncentraci acetonitrilu
[93]. Mobilni faze s nizkym pH a nizkou iontovou silou byly s ispéchem pouzity pro analyzu
kratkych oHA a chemicky modifikovanych oHA s DP 2-4 [58]. Naproti tomu bazické pH a
vyssi koncentrace pufrii v mobilni fazi jsou vhodné pro separaci delSich oHA s DP 4-8 [93].
Pokud je pouzita kapilarni PGC kolona ve spojeni s ESI mtize dochazet k polarizaci stacionarni
faze a tiplné retenci oHA a dalSich kyselych analyta. K elektrické polarizaci PGC dochazi i pfi
pouziti nevodivé spojky z polyether ether ketonu, ktera je predfazena ESI. Jedinou moznosti,

jak elektrosorpci zabranit je uzemnéni kolony [93].

2.2.3.3 Hydrofilni interakéni chromatografie

Mechanismus retence na HILIC kolonach je zalozen na hydrofilnich interakcich, z tohoto
divodu je tato technika vhodna pro separace riznych polarnich latek vcetné oHA. Chemie
stacionarnich fazi pro HILIC zahrnuje mnoho funkénich skupin navazanych na silikagel.
Separace nativnich oHA byla popsana pro stacionarni faze modifikované amidem [66], diolem
[77]1 tzv. zwitterionové stacionarni faze [43]. Na zwitterionové stacionarni fazi bylo dosazeno
separace vSech 17ti disacharidi odvozenych od GAG [43]. Na diolové koloné bylo pfi nizké
koncentraci pufru (5 and 20 mmol 1™') v mobilni fazi a kyselém pH dosazeno separace oHA
s DP az 16 [77]. Poradi eluce disacharidi GAG je u HILIC opacné nez u RPLC, nejprve jsou
eluovany nesulfatované disacharidy vcetné téch odvozenych od HA, poté jednou a dvakrat
sulfatované disacharidy a az v posledni fadé disacharidy se tfemi sulfo skupinami [43]. GAG
disacharidy mohou byt rovnéz separovany za podminek kombinujicich HILIC a iontoveé
vyménou chromatografii pfi pouziti stacionarnich fazi s vazanou amino skupinou, kterd
funguje jako slaby anex. Disacharidy s nizkym negativnim nabojem jsou z kolony vymyvany
difive nez sulfatované disacharidy nesouci silnéjsi negativni naboj. Pro spravnou separaci
sulfatovanych disacharidi je potieba optimalizovat slozeni mobilni faze, jelikoz pfili§ nizka
(10-40 mmol 1) ani piili§ vysoka (80 mmol I"!) koncentrace pufru nezaru¢i uplnou eluci
sulfatovanych disacharidii z analytické kolony [94]. Amino skupiny pfitomné v nékterych
GAG disacharidech jsou pfi pH 4,4 protonovany a dochazi k elektrostatické repulzi s kladné
nabitymi amino skupinami stacionarni faze. Na HILIC/anexové stacionarni fazi byly

separovany deacetylované, N-acetylované a N-sulfatované GAG disacharidy [95].
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2.2.3.4 Gelova permeacni chromatografie

SEC je nejCastéji pouzivana pro stanoveni distribuce My HA [96], a to obvykle s UV,
refraktometrickym a predevsim MALLS (multi-angle laser light scattering) detektorem. Pro
MS detekci neni konvenéni SEC pfili§ vhodna z divodu vysokého priutoku mobilni faze a
vysoké koncentrace netékavych soli v mobilni fazi. Naproti tomu pii vyuziti vysokoucinnych
SEC kolon a pridavku tekavych soli v mobilni fazi lze MS detekce vyuzit. Kratké
vysokoucinné SEC kolony nedosahuji pfi separaci vysokomolekularniho HA tucinnosti
konvencnich dlouhych kolon a nejsou vhodné pro presné stanoveni distribuce My, [86]. AvSak
vysokoucinné SEC kolony mohou byt vyuzity pro separaci nizkomolekularnich fragmenti HA.
Pti isokratické eluci roztokem octanu amonného s dvaceti procenty methanolu byly separovany
fragmenty HA od monosacharidii az po dodekasacharid [33]. Pomoci SEC byly separovany
oHA s DP 2-16, které byly zesiténé nebo modifikované jednou nebo vice funkénimi skupinami
[57,97]. oHA jsou v SEC separovany podle hydrodynamického primeéru. Z tohoto divodu jsou
oHA z kolony eluovany v opa¢ném potadi (od nejvyssiho DP po nejnizsi ), nez je tomu

v ptipad€ RPLC a u HILIC s kyselou mobilni fazi [33,77,88].
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Tab. II Pfehled LC-MS metod analyzy HA a LC metod potencialné pouZitelnych pro LC-MS analyzu oHA. [98]

doba

separace na zakladni

kolona a pritok mobilni fize mobilni faze pH vzorky ptiprava vzorku derivatizace detekce oligosacharidy analyzy linii ref.
Chromatografie na reverznich fazich
. srazeni MeOH/H20
Nucleosil (80:20), degradace
100-7, C,, Macherey-Nagel,  2,5% tetrahydrofuran hydrogel, kriém lyasou ze ne ESI-MS (-) oHA, DP2-8 8 min ne [87]
7 pm, 2x250 mm v methanol isokraticky
il Streptococcus
(0,2 ml min™") .
agalactiae
Jupiter Proteo gradient 0,1% kys.
mravenci ve vod¢€ a g
90 A, Cy2, Phenomenex, acetonitrilu kyselé  standardy - ne ESI-MS (-) redukované oHA, 45 min ano [88]
4 pm, 4,6x250 mm DP2-6
(0,5 ml min™")
XSelect CSH C18, Waters, gradient 100 mmol/l HA sudé a liché oHA
1,7 pm, 2,1x50 mm; mraven¢anu amonného - hydrolyzovana - ne ESI-MS (-) l;lP 2-10 ’ 10 min  ano, pro sudé oHA  [32]
(0,3 ml min™!) a methanolu LHase a BTH
gradient 0,1% kys.
Acquity BEH C,, Waters, mravendi ve vodé a peptidem-
1,7 pm, 2,1x150 mm acetonitrilu kysel¢ HMW standardy degradace SpHyl ne ESI-MS (-) modifikované 20 min ano [56]
(0,4 ml min™") disacharidy HA
gradient vody a
acetonitrilu s
B 15 mmol/1
Gemini Cis 110 A, tributylammoniem a
Phenomenex, 3 pm, 4,6x150 50 mmol/l octanem 7,0 standardy degradace BTH ne ESI-MS (-) oHA, DP 2-40 90 min ano [90]
mm (0,3 ml min™) amonnym v obou
eluentech
piecisténi silnym
Acquity UPLC BEH Cj3, gradient 80 mmol/l Y. ) anexem, degradace
Waters, 1,7 pm, 2,1x150 mm octanu amonného a 6,8 bu neene lfulmry, proteini, degradace AMAC uv HS, H.P’ CS’.DS’ 60 min ano [54]
A jatra, mo¢ . . HA disacharidy
(0,15 ml min™") methanolu heparinazou a
chondroitindzou
Jupiter Proteo
gradient 10 mmol/l hydrolyza kys.
90 A, C),, Phenomenex, octanu amonného a 5,0 standardy dusitou, extrakce PMP uv GIcA, oHA 3-21 35 min ano [23]
4 um, 4,6x250 mm acetonitrilu chloroformem

(1,0 ml min™")
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20 mmol/I octan

Hypersil X odstranéni lipida, disacharidy z CS,
amonny s , L y degradace proteina, HA a sulfatovaného .
GOLD Cis, Thermo, 5 pm, acetonitrilem kysel¢  rybi jatra a stieva hyﬁrolyza lI:ys. PMP ESI-MS (+) polysacharidu ~7 min ano [55]
2,1x150 mm (0,5 ml min™") (81:19) isokraticky trifluoroctovou ziskaného z musli
Zorbax Eclipse XDB-C;s, gradient 100 mmol/l Sleg;z:idrzgteinézo 22
Agilent, 4,6x150 mm octanu amonné¢ho a kyselé  erytrocyty Apirova U 2-AB FL CS, DS disacharidy min ano [99]
(1 ml min™") acetonitrilu pap )
chromatografie
Chromatografie se sorbentem na bdzi porézniho grafitického uhliku
gradient 20 mmol/l degradace BTH oHA, DP 4,6
Hypercarb, Thermo, 5 pm hydrogenuhli¢itanu . o, synovidlni digestion, odsoleni na .
0,32x100 mm (4-7 ml min")  amonného a bazické 4 utina kolonkéich ne ESIMSO) ks, ms 40 min ano [84]
acetonitrilu Carbograph oligosacharidy)
degradace proteinu,
gradient 5 mmol/l prascéi chrupavka degradace HA smési
Hypercarb, Thermo, 3 pm. 1 hydrogf,:nuhllcuanu 11.0 meziobratlova lyas zahmujicich e ESI-MS (-) C_S, HS, _HA 35 min ano (92]
2,1x150 mm (0,15 ml min™') amonného a lotvnka lyasu z Streptococcus disacharidy
acetonitrilu ploty dysgalactiae, sraZeni
ethanolem
gradient 5 mmol/l kys.
octové nebo 10 mmol/l 5
hydrogenuhli¢itanu ’
Hypercarb, Thermo, 0.32X30 1 5nného nebo 65 8.0 standardy - ne ESLMS () oHA, DP4-8 55 min ano [93]
mm (8 ml min™")
mmol/l mraven¢anu
amonného a 9.0
acetonitrilu
gradient vody a
) .. degradace BDPE-
Hypercarb, Thermo, 3 um, — acetonitrilu s 0,05 kyselé  standardy chondroitindzou, ne ESLMS () modifikované oHA, 00 ano 58]
4,6x100 mm (0,15 ml min™")  nebo 0,1% kys. . min
. purifikace SEC DP24
trifluoroctovou
Hypercarb S, Shandon, 7 gradient 0,05% kys. standard degylkosilace, srdzeni 21
pum, 4,6x100 mm (0,5 trifluoroctové ve vodé  kyselé Iveo ro};e'n° ethanolem, purifikace 2-AB uv CS disacharidy min ne [100]
ml min™) a acetonitrilu glycoproteinu na katexu !
Hydrofilni interakcni chromatografie
10 mmol/l octanu . .
TSKgel Amide-80, Tosoh amonncho obsahujicim hydrolyza kys gfzh:;;(figtozvacfého 20
Corporation, 3 pm, 2x150 0,05% kyseliny kyselé¢  1ékové formy trifluoroctovou ne ESI-MS (+) polysacharidu min ne [51]

mm (0,2 ml min™")

mravenci isokraticky s
acetonitrilem (25:75)
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Acquity UPLC BEH Amide,

gradient 100mmol/l

HA

1,7 pm, 2,1x100 mm mraven¢anu amonného - hydrolyzovany - ne ESI-MS (-) oHA, DP 2-8 10 min ano [66]
(0,3 ml min™") and acetonitrile LHase

gradient 20 mmol/l "

& : Iékova forma a
HILIC, Phenomenex, 3 ym, ~ Mmravencanu amonncho o 0% hydrolyzakys. ~13
2.1x75 mm (0,2 ml min"') a acetonitrilu 2,5 ?g?a mukézni sirovou ne ESI-MS (+) oHA, DP2-16 min ano [77]
degradace proteind,
: degradace smési lyas,

SeQuant ZIC-HILIC, Merck, gradient 5 mmol/l X ! &
3,5 pm, 2x150 mm octanu amonného a kyselé Euf;??irlek?lml) @ sraZeni ethanolem a 2-AB FL dclia(flllings HA 60 min ano [43]
(0,2 ml min™") acetonitrilu ralct o smési CHCl/MeOH y

50 mmol/l mravenc¢an ﬁegra@a;e K
GlycanPac AXH™', Thermo,  amonny a acetonitril CPArinazou, extrakce 20
1.9 um, 0,1x100 mm, (0.6 isokraticky (80:20) 44 sivocisné kang  0-3% hydroxidem ne ESL-MS (-)  HS disacharidy , ano [94]
ml min™!) amonnym min
Gelovda permeacni chromatografie

50 mmol/1 octan
Acquity UPLC BEH 125 amonny a methanol degradace lyasou z ~50
SEC, Waters, 1,7 pm, isokraticky (80:20) kysel¢  standardy Streptomyces no ESI-MS (-) oHA, DP 1-12 min ne [33]
4,6x300mm (0,1 ml min™") hyalurolyticus

. 12 mmol/l octan

Superdex Peptide GL, GE L. .

amonny isokraticky, degradace . ., OoHA-BDPE, ~40
Healthcare, 13 pm, 10x300 make-up eluent 9,0 standardy chondroitindzou no ESI-MS (-) DP 2-16 min ne [57]

mm (0,4 ml min™")

acetonitril/voda (4:1)
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2.2.4 Analyza hyaluronanu hmotnostni spektrometrii

MS je dilezitym nastrojem pfi kvantifikaci a strukturni analyze HA a jeho derivata.
Pomoci MS lze detekovat HA ve velmi nizkych koncentracich, odlisit HA od ostatnich
GAG, pfimo urcit My, vyrazné zlep§it presnost SEC pfi stanoveni My a dokonce zobrazit
plosnou distribuci HA ve vzorku. EST a MALDI jsou nej€astéji vyuzivanymi ionizacnimi
technikami pti MS analyze HA. Jelikoz HA neobsahuje zadné nestabilni funk¢ni skupiny,
jako je napf. sulfatova skupina, fukosa nebo kyselinu sialovou, 1ze k ionizaci disacharid
HA vyuzit i relativné tvrd$i metodu ionizace jako je FAB (fast atom bombardmennt) bez
toho, aby doslo k fragmentaci disacharidd [101]. Naproti tomu ionizace delSich oHA
vyzaduje mekké podminky ionizace, jelikoz pfi vysokém naboji na vstupnim konusu

hmotnostniho spektrometru pfi ionizaci pomoci ESI dochazi k fragmentaci oHA [102].

2.2.4.1 Analyza oligosacharidi hyaluronanu

Pfitomnost karboxylovych skupin ve struktufe HA umoziuje tvorbu deprotonovanych
molekul pfi ionizaci pomoci ESI. Kratké oHA s DP 2-5 tvoii predevsim jednou a dvakrat
nabité anionty, del§i oHA s DP 11-16 tvoti hlavné anionty s péti a Sesti deprotonovanymi
karboxylovymi skupinami [103]. Dlouhé oHA s GIcNAc na redukujicim konci nejsou pfi
ionizaci piili§ stabilni a dochéazi k odstépeni GlcNAc z redukujiciho konce [102,104].
Kvadrupdlové analyzatory dokazi rozlisit oHA pouze do DP 24 [102], jelikoz signaly
nékolikanasobné nabitych oHA se piekryvaji a pro rozliSeni vétsich molekul je potieba
pouzit analyzator s vys$si rozliSovaci schopnosti. Tvorba vicenasobné nabitych iontt
muze byt redukovana specializovanym iontovym zdrojem se dvéma ESI kapilarami
vyuzivajicim iontovych interakci v plynné fazi. Prvni ESI kapilara pracuje v zaporném
modu a proudi ji vzorek oHA, druhd kapilara v modu kladném a proudi ji roztok 1,8-
bis(dimethylamino)naftalen, ktery tvoii protonované molekuly. Negativné nabité ionty
oHA interaguji s ionty 1,8-bis(dimethylamino)naftalenu, ¢imz dochézi ke snizeni naboje
oHA z -6 na -1. S vyuzitim takto upraveného ESI zdroje a qTOF analyzatoru [105] byly
pfi pfimém nastfiku na MS méteny oHA s DP az 41 [106].

Ionizace pomoci MALDI je vhodna spiSe pro dlouhé oHA a MALDI-MS analyza
umoziuje detekci oHA s DP od 4 do 34 [107]. Analyza velmi dlouhych fragmentt
(>10 kDa) je ale problematicka. Vzorky HA jsou ¢asto polydisperzni a obsahuji urcité

mnozstvi nizkomolekularnich fragmentu, které jsou ionizovany prednostné a rusi ionizaci
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delsich fragmenti HA. Pokud ovSem je polydisperzita vzorku nizsi nez 1,2, 1ze pomoci
MALDI-MS detekovat HA s My, az 41 kDa [59]. Piimé stanoveni My, standarda HA
umoziuje kalibraci SEC ptimo standardy HA namisto standardi dextranu ¢i pollulanu, a
tim vyrazné zpfesiiuje stanoveni Mw HA pomoci SEC [59]. Pii ionizaci HA technikou
MALDI je vyuzivana fada matric zahrnujicich 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu (DHB)
[104], a-kyano-B-4-hydroxyskoticovou kyselinu [107], 6-aza-2-thiotymin [108], trans-2-
[3-(4-t-butyl-fenyl)-2-methyl-2-propenyliden] malononitril [109] and 9-aminoakridin (9-
AA) [110]. HA muze byt ionizovan jak v pozitivnim, tak v negativnim modu. Pfi pouziti
matrice DHB byl LOD pro tetrasacharid pfi obou polaritach stejny (500 pg). Pii pouziti
matrice 9-AA bylo dosazeno vyrazné niz§tho LOD v negativnim modu (130 pg) nez
v pozitivhim médu (LOD 5 ng) [110]. Permethylace [111] a methylesterifikace [107]
pred vlastni MALDI-MS analyzou vedla k vy$si ucinnosti ionizace a obecné vyssi

citlivosti MALDI-MS u dlouhych fragmenta.

2.2.4.2 Strukturni analyza oligosacharidu

P1i strukturni analyze kratkych oHA je dilezité pomoci MS rozlisit isomerni a isobarické
oligosacharidy, které se obtizné separuji chromatograficky a maji podobna fragmentacni
spektra. Nesulfatované oligosacharidy se stejnym DP odvozené od CS, HS a HA maji
identickou My. Tyto oligosacharidy se od sebe li§i pozici glykosidické vazby nebo
konfiguraci na pozici C4 v N-acetylhexosaminu (Obr. 1). Nizkoenergeticka fragmentace
kolizi indukovanou disociaci vede k rozstépeni glykosidické vazby (Obr. 6). Takovato
fragmentace pro rozliseni jednotlivych oligosacharidi neni pfili§ pfinosna, jelikoz My
piislusnych monosacharidi ve struktute je stejna ((GlcA vs. IdoA a GIcNAc vs. GalNAc).
Pro strukturni analyzu je dilezité pfedevsim rozstépeni hexosového kruhu, tzv. ,cross
ring* fragmentace. Na zakladé téchto fragmentaci byly odliSeny oHS od oHA [112].
Fragmentacni spektra oHA a oCS jsou témer totoznd, avSak byly popsany urcité rozdily
v zastoupeni jednotlivych fragmentl, pomoci kterych je mozné tyto latky rozpoznat
[113]. Dalsim zptasobem rozliSeni oCS a oHA je méfeni v pozitivnim modu, kdy pouze
molekuly oCS tvofi ion [(M+H)-2H>O]* [101]. Uzitecnym nastrojem k odliseni
jednotlivych oligosacharidu je fragmentace pomoci ETD (electron transfer dissociation),
pii které dochazi ktvorbé charakteristickych cross ring™“ fragmentd napf. pro
oligosacharidy s GIcA nebo IdoA [114]. Fragmentacni mechanismy jednotlivych GAG

pfi riznych technikach fragmentace jsou podrobnéji popsany v literatuie [82,115].
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Obr. 6 Fragmentacni spektrum tetrasacharidu HA v negativnim mo6du ESI-MS. Fragmenty

jsou oznaceny dle nazvoslovi navrzeného [116] Prevzato z [33] a upraveno.

Separace isomernich oligosacharidi 1ze dosahnout iontovou mobilitou. MS detekuje
analyty na zakladé poméru mezi hmotnosti a nabojem analytu. Iontova mobilita (IM)
zavisi na hmotnosti, naboji, ale také na tvaru iontti. IM umoznila rozlisit rizné epimery
tetrasacharidi HS [117]. Dalsi studie byla zaméfena na separaci smési oHA se stejnym
DP (4 a 6), ale riznym potfadim monosacharidii (AN, NA). Pomoci IM a TOF analyzatoru
bylo dosazeno casteCné separace izomert. Pro kvantitativni vyhodnoceni zastoupeni
jednotlivych typt oHA ve smési bylo nutno provést fitovani zmeéfenych pikli pomoci
Gaussovskych funkci. Timto postupem bylo mozné ve sméesi oHA stanovit i malo
zastoupené oHA (5 %) [88]. Pomoci stejné instrumentace byly rozliseny isomerni oHA

modifikované tyraminem na raznych mistech oligosacharidu [118].

2.2.4.3 Zobrazovaci techniky hmotnostni spektrometrie

Zobrazovani pomoci hmotnostni spektrometrie umoziuje urcit prostorovou distribuci
analytu ve vzorku bez nutnosti vzorek n€jakym zpiisobem barvit, jak je tomu u klasické
mikroskopické analyzy. Pro zobrazovani metabolitt, peptidi, 1éCiv a proteint bylo
popsano velké mnozstvi metod vyuzivajicich MALDI, desorpcni elektrosprej (DESI) a
hmotnostni spektrometrii sekundarnich iontti (SIMS). Pro MS zobrazovani HA a jinych
GAG bylo vSak vyvinuto pouze neékolik metod. Oligosacharidy HA a dalSich GAG jsou

vysoce polarni a vykazuji silnou afinitu k materialu, na kterém je vzorek deponovan (sklo,
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polymethylmethakrylat). Tento jev vyrazné snizuje ionizacni ucinnost oligosacharidu
pomoci DESI a komplikuje tak zobrazovani HA v biologickych vzorcich. Pokud byl
standard HA deponovan na sklicko s povrchem pokrytym teflonem, ionizace DESI a MS
detekce analyzatorem typu orbitrap dosahovala LOD 10 pg pro dekasacharid HA [119].

Dalsi technikou pouzitou pro MS zobrazovani HA [120] a acylovanych derivati HA
[121] je SIMS. Vyhodou je miniméalni pfiprava vzorku pro méfeni, jelikoz HA neni
potieba depolymerizovat. SIMS zplisobuje zna¢nou fragmentaci HA pfi samotné
ionizaci. V pozitivnim modu vznika z HA charakteristicky ion s m/z 242 C1sH34N2™. MS
detekce tohoto iontu umoznila zobrazit distribuci HA na mikroskopickém sklicku s velmi
dobrym rozliSenim nékolika mikrometri (Obr. 7) [120]. Nevyhodou SIMS je, Ze
produkuje pouze nizkomolekularni ionty nesouci omezenou strukturni informaci, coz

znemoziuje zobrazovani HA ve slozitéj§ich matricich.

(+) Total ion 242 m/z C;HyN,* - 28 m/z Si

Obr. 7 MS zobrazovani HA na aminosilanizovaném skle pomoci TOF-SIMS v pozitivnim

modu. Pievzato z [120] a upraveno.

2.3 Charakterizace derivatia hyaluronanu

Metody strukturni analyzy derivati riznych biopolymert jsou shrnuty v piehledovych
¢lancich [122,123]. Strukturni analyzu derivatd HA lze rozdélit na Ctyfi ¢asti, a to urCeni:
1) stupné substituce, ii) pozice substituentu na disacharidové jednotce, iii) distribuce
molekulovych hmotnosti derivatu a iv) distribuce modifikaci podél hyaluronového
fetézce. Pro stanoveni téchto parametrii je vyuzivano mnoha postupli a analytickych

metod, které jsou shrnuty v nasledujicim schématu Obr. 8.
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Obr. 8 Prehled pouzivanych postupu pii charakterizaci derivatid HA.

2.3.1.1 Pozice substituentu a mnozstvi navazanych funkénich skupin na

hyaluronovém retézci

Stanoveni stupné substituce (DS) a pozice substituentu na disacharidové jednotce HA
jsou zakladnimi parametry, jez jsou uvadény témer v kazdé studii zabyvajici se derivaty
HA ajejich pripravou. Oba tyto parametry totiz zasadnim zptsobem ovliviuji fyzikalné-
chemické a biologické vlastnosti derivatt HA [124]. Pro stanoveni DS a pozice
modifikace je nejCastéji  pouzivanou technikou NMR. NMR analyza
vysokomolekularniho derivatu je vSak obtizna, jelikoz derivaty jsou pouze Castecné
rozpustné v D20 a viskozita roztoku komplikuje métfeni. Modifikace HA nejsou zpravidla
uniformni a NMR spektra tak obsahuji velké mnozstvi signalt, jejichz vyhodnoceni je
komplikované. NMR analyza oHA modifikovanych butan-1,4-diol diglycidyletherem
(BDDE), které byly ziskany enzymatickou degradaci a chromatografickou separaci,
odhalila pfitomnost modifikaci na rliznych mistech disacharidu vcetné pozic, jez byly
zastoupeny velmi malo. Toho by nebylo dosazeno, pokud by byla provedena pfima NMR
analyza vysokomolekularniho derivatu. Dal§i moznosti, jak charakterizovat pozici
modifikace v oHA, je MS analyza. V negativnim moédu Ize detekovat C, fragmenty

zatimco v pozitivnim médu lze pozorovat specifické %A, , cross ring fragmenty [58,72].

DS charakterizuje, jak velka cast HA fetézce je modifikovana a jak velka Cast zustava
v nativni forme. Pfi NMR méfeni je DS definovan jako pomér signalu modifikace viici
signalu disacharidové jednotky, jez je kvantifikovan signalem methylu na acetylamino
skupiné [125]. Vysoce modifikované derivaty HA nejsou rozpustné v samotném D-O,
nebo v CD30D a pro jejich solvataci je nutné pouzit smésna rozpoustédla jako napft.
CDs;CDODCD a D;0. 'H NMR spektra derivatii ve smésnych rozpoustédlech jsou viak

ovlivnéna rozpustnosti derivati a nemusi tak plné reflektovat realnou distribuci funkcnich
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skupin ve struktufe derivatu [70]. Dal§i moznosti je stanovit DS pomoci Ramanovy
spektrometrie, ¢imz se omezi problémy spojené s rozpustnosti derivati. Ramanova
spektrometrie byla pouzita ke stanoveni DS acylovaného HA. DS acylovanych derivata
1ze stanovit i pomoci GC-MS, kdy je ve vzorku derivati nejprve stanoveno mnozstvi
volnych mastnych kyselin. Nasledné je derivat degradovany alkalickou hydrolyzou, jez
rozstépi esterové vazby a je znovu stanoveno mnozstvi mastnych kyselin ve vzorku.
Rozdil z obou stanoveni vztazeny na mnozstvi vzorku pak udava DS daného acylovaného
derivatu [70]. Dalsi moznosti je enzymaticka nebo neenzymaticka degradace derivatu na
modifikované a nemodifikované disacharidy a nasledné stanoveni jejich poméru pomoci
LC-MS [126]. U nizkomolekularnich derivati (Mw < 10 kDa) 1ze DS odhadnout pfimym
meéfenim pomoci MALDI-MS. Primémou hodnotu DS pfipadné hodnoty DS
jednotlivych fragmentd se stejnou My lze urCit z poméru mezi signalem nativniho a
modifikovaného oligosacharidu. Timto zptsobem byl stanoven DS (32-35%) u
esterifikovanych oHA s DP 14 az 46 [109]. Porovnani s ostatnimi metodami (NMR, GC)
vsak nebylo provedeno. Pro pfesné stanoveni DS pomoci ptimého méfeni MALDI-MS je
potfeba nejprve zjistit ioniza¢ni ucinnost modifikovaného a nemodifikovaného
oligosacharidu, jelikoz napt. methylesterifikace ji zvySuje pfi méfeni v obou polaritach

[107].

Modifikace fetézce HA muze vést ke vzniku dvou druhll derivatd, a to derivati
konjugovanych nebo derivatl zesiténych. U konjugovanych derivata jsou na fetézec HA
navazany funkc¢ni skupiny, které nejsou navzajem spojeny. Naproti tomu u zesiténych
derivatt jsou spolu jednotlivé funkcni skupiny propojeny dvéma nebo vice kovalentnimi
vazbami [21]. Uginnost derivatizagnich reakci pii piipravé zesitovanych derivatd viak
nedosahuje 100 %. Tyto derivaty tak kromé navzijem spojenych funkénich skupin
(mustkl) obsahuji funkéni skupiny, které stejné jako u konjugovanych derivati nejsou
spojeny s zadnou dalsi funk¢ni skupinou (Obr. 8). Pro charakterizaci je tak kromé& DS
nutno stanovit tzv. ,cross-linker ratio (pomér mezi propojenymi a volnymi funkénimi
skupinami [57]). Pro stanoveni tohoto parametru je potieba nejprve zesitovany derivat
depolymerizovat na smés oligosacharidu, které jsou bud nemodifikované, nebo nesou
jednu nebo vice funk¢nich skupin, pripadné jsou mezi sebou propojeny pomoci mustka.
Jednotlivé oligosacharidy jsou nasledné¢ kvantifikovany pomoci LC-MS. Timto
zpusobem byly charakterizovany derivaty HA-BDDE s vyuzitim SEC-MS [57,97] a

PGC-MS [58].
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2.3.1.2 Distribuce molekulovych hmotnosti

Derivatizacni reakce mize ménit My, a distribuci My, HA. JelikoZ biologické vlastnosti
HA zavisi z velké Casti na téchto parametrech, je potieba je stanovit s vysokou mirou
preciznosti a pravdivosti. SEC [127] a frakcionace tokem [128] ve spojeni
refraktometrickym detektorem a detektorem rozptylu svétla jsou nejvyuzivanéjSimi
analytickymi metodami pro stanoveni My nativni HA. Pro analyzu chemicky
modifikované HA s vysokym DS vsSak nejsou piili§ vhodné, jelikoz vyuzivaji vodné
mobilni faze, ve kterych derivaty HA nebyvaji rozpustné. Pridani organického
rozpoustédla (jako DMSO) obvykle zajistuje Gplné rozpusténi derivatu, ale mize také
vyvolat sekundarni interakce polymeru. DMSO meéni konformaci nativniho HA [129],
coz nasledné ovliviiuje méfeni hydrodynamického objemu béhem SEC. Pokud je pouzit
MALLS detektor, je tfeba vénovat zvlastni pozornost piesnému stanoveni prirastku
indexu lomu (dn / dc), ktery muze znacné€ zaviset na DS. To bylo prokazano pro

akrylovany HA [130] a HA modifikovany propargylovanou kyselinou ferulovou [109].

Deacetylované derivaty HA s nizkym DS byly charakterizovany pomoci frakcionace SEC
a nasledné analyzy frakci RPLC. Touto analyzou byla stanovena distribuce My a zji§téno
DS, které se pro jednotlivé hmotnostni frakce zna¢né lisilo [131]. Dvoudimenzionalni
chromatografii (SEC-RPLC) byl charakterizovana akrylovany HA. V prvni dimenzi byly
derivaty separovany pomoci RPLC na C8 koloné a v druhé dimenzi na vysokouc¢inné
SEC koloné. Vysledny 2D-LC zaznam (Obr. 9) ukazal, ze modifikace fetézce HA neni
uniformni a ze razné frakce s riznym DS maji odliSny chromatograficky profil na SEC

[132].
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Obr. 9 Zaznam z méfeni akrylovaného HA pomoci komprehensivni 2D-LC, kde byl vzorek

separovan v prvni dimenzi technikou RPLC a v druhé SEC. Pievzato z [132] a upraveno.

2.3.1.3 Distribuce substituenti podél hyaluronového retézce

Nejnaro¢n€jsim a finalnim tkolem v analyze derivati HA je urCeni distribuce modifikaci
podél glykosaminoglykanového fetézce. Nejvice studovanou latkou v této oblasti je
nizkomolekularni heparin (LMW HS), kde je specificka distribuce amino a sulfo skupin
v HS fetézci spojena se specifickou vazbou na receptory a antikoagula¢nimi ucinky. FDA
(Food and Drug Administration) vytvofila manual a souhrn analyz, které jsou nezbytné
pti charakterizaci LMW HS nové uvadénych na trh. Pti charakterizaci pomoci pfistupu
,bottom-up“ je LMW HS nejprve podroben castecné, kompletni nebo postupné
depolymerizaci enzymy s raznou substratovou specifitou. Nasledné jsou pomoci LC-MS
analyz, podobné jak pfi mapovani peptidi, identifikovany jednotlivé oligosacharidy,
z nichz je vyhodnocena celkova struktura LMW HS [133]. Mapovani fragmentt probiha
pomoci specialnich pocitacovych programi, které pii znalosti moznych pozic modifikace
a substratové specificity jednotlivych HS degradujicich enzymt dokazi ze struktury a
zastoupeni oligosacharidi vyhodnotit celkovou strukturu LMW HS [134]. Tento postup
je obecné nezavisly na My studovaného polymeru a dokaze stanovit i modifikace, které
jsou zastoupeny pouze minoritné. Na druhou stranu zahrnuje naro¢nou piipravu vzorku a

slozité vyhodnoceni LC-MS dat. Pfistup ,,bottom-up* neni vhodny pro rychlé rutinni
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analyzy pii kontrole kvality vystupniho produktu. Pro tyto ucely je vhodné&jsi opacny
pfistup ,,top-down* analyzy, kdy je polymer analyzovan pifimo bez ptedchozi degradace.
Timto postupem je vSak mozné charakterizovat pouze nizkomolekularni derivaty, a to
pouze hmotnostnim spektrometrem s vysokou rozliSovaci schopnosti. S vyuzitim HILIC
separace a MS detekce analyzatorem orbitrap byla vyhodnocena struktura LMW HS s DP
az 26 [135].

V porovnani s HS ma HA mnohem jednodussi strukturu. Strukturni analyzu derivata HA
ovsem komplikuje fakt, ze na rozdil od HS u HA neexistuji enzymy, které by stépily HA
specificky v misté¢ modifikace. Jedinou vyjimkou je degradace kyselinou dusitou, ktera
je vSak pouzitelna pouze pro strukturni analyzu deacetylovaného HA. K dispozici nejsou
ani exo-enzymy, které by Stépily fetézec HA postupné od redukujictho nebo
neredukujictho konce nezavisle na navazanych substituentech. Jedinou moznosti
enzymatické depolymerizace derivati HA tak zistava pouziti endo-enzymu, které Sté€pi
HA nahodné za vzniku smési rizn€¢ modifikovanych oligosacharida. Avsak i pomoci
nespecifického Stépeni lze Castecné charakterizovat distribuci modifikaci podél
polymerniho fetézce [123]. Derivaty HA jsou ¢astecné depolymerizovany enzymy nebo
kyselou hydrolyzou na rizn€ modifikované oligosacharidy, které jsou nasledné
identifikovany a kvantifikovany. Molarni poméry jednotlivych oligosacharidi jsou
porovnany s teoretickym matematickym modelem pocitajicim s nahodnou distribuci
substituentl v daném polymeru s danou délkou fetézce. Timto porovnanim lze urcit, zda
distribuce modifikaci odpovida ndhodnému modelu, nebo se od n¢j 1isi. Nespecifické
metody strukturni analyzy byly vyuzity pro charakterizaci celé¢ fady modifikovanych
biopolymeri véetné methylovaného skrobu [136], hydroxyethyl(methyl) celulozy [137]
a deacetylovaného HA [23]. Kombinaci specifické depolymerizace kyselinou dusitou a
nespecifické degradace pomoci enzymu SpHyl byla stanovena distribuce aminoskupin
podél cCastecné deacetylovaného HA. Distribuce vzniklych di- a oligosacharidi se
vyrazné li§ila od modelu nahodné distribuce a vysledna distribuce aminoskupin byla
rovnomeérné€jsi. Tento jev si autofi vysvétlovali sterickym branénim urcitych ¢asti HA
fetézce, které je zpusobeno vzajemnym elektrostatickym odpuzovanim aminoskupin na
GIcN a intra- a intermolekularnimi interakcemi mezi pozitivné nabitymi aminoskupinami

na GIcN a negativné nabitymi karboxylovym skupinami na GIcA [23].
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2.4 Stanoveni distribuce nanomaterialovych nosici 1éCiv in vivo

Vyzkum cilené distribuce 1é¢iv v organizmu probiha jiz vice nez 30 let. NosiCe tvorené
organickymi nebo anorganickymi slouceninami o velikosti jednotek az stovek nanometrt
nesou léCivo az do mista ucinku. Nanomateridlové nosi¢e zlepSuji farmakologické
vlastnosti 1éCiva jako napf. jeho rozpustnost, stabilitu, biodostupnost a pfipadné snizuji
jeho toxické vlastnosti. V poslednich letech byla vyvinuta cela fada riznych typt nosicu
1éc¢iv, jako napt. liposomy, polymerni micely, nanogely, nanoemulze a riizné organické a
anorganické castice s rtiznym chemickym slozenim uvnitf a na povrchu nanocastic [138].
Prestoze vyvoj neékterych nosict dospél az do faze klinickych zkousek, pouze 51 produktt
bylo schvaleno k medicinskému pouziti agenturou FDA [139]. Cilena distribuce 1é¢iv pfi
1é¢bé rakovinnych onemocnéni je jednou z nejstudovanéjSich oblasti vyvoje novych
nosic. Vroce 1995 byl FDA schvalen a uveden na trh liposomalni doxorubicin
s komerénim oznagenim Doxil® [140] . Jednalo se o prvni schvaleny piipravek, ktery
kromé ucinné latky obsahoval nanomateridlovy nosi¢ léCiva. Liposomalni forma
doxorubicinu zefektivnila 1écbu riznych rakovinovych onemocnéni tak, ze doslo
k redukci nezadoucich u¢inkti doxorubicinu a zlepsila se distribuci 1é¢iva do nadorovych
tkani.

Nanomaterialové nosi¢e dokéazi dopravit do nadorové tkané pouze kolem 0,7 %
aplikované latky. Piestoze v této oblasti probiha intenzivni vyzkum uz desitky let, nebyl
v posledni dekadé zaznamenan vyznamné€jS§i nartst ucinnosti cilené distribuce
protinadorovych 1éciv [141]. Mala G¢innost a neporozuméni osudu nosicu 1éCiv v in vivo
podminkach jsou povazovany za hlavni pti¢iny netspé$ného zavadéni nosi¢t do klinické
praxe [138,142]. Utinnost a farmakokinetika nosice byva charakterizovana distribuci a
farmakokinetikou neseného 1éCiva, coz vSak neni postacujici pro vyhodnoceni stability a
osudu lé¢iva v organismu. Pro ovéfeni stability a schopnosti nosice nést 1é¢ivo az na misto
urceni je tfeba kromé neseného 1é¢iva monitorovat i nosi¢ samotny. Tyto analyzy mohou
napoveédet, v jakém stavu se v daném cCase a tkani 1é¢ivo nachazi, zda je 1écivo navazano
na nosi¢ nebo zda jiz bylo z nosice uvolnéno. Nosi¢ interaguje z celou fadou proteint a
biologickych bariér, které mohou narusit strukturu nosic¢e a maze dochazet k uvolnéni
1éciva (Obr. 10). Dalsi motivaci, pro¢ monitorovat osud nosice v organismu je fakt, ze
polymer, ktery nosi¢ zpravidla tvoii, by mel byt t€lem odbouratelny. Monitoring nosice

by mél potvrdit tuto vlastnost a stanovit rychlost eliminace polymeru organismem.
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Obr. 10 Charakter interakce micely (liposomu) s proteiny. Prevzato z [143] a upraveno

Pro stanoveni farmakokinetiky a stability nosi¢e se vyuziva fady metod, které zahrnuji
LC-MS, fluorescen¢ni nebo radioisotopové znaCeni, FRET (Foster resonance energy
transfer), ACQ (aggregation-caused quenching), AIE (aggregation-induced emmission)
fluorofory. Kovalentni navazani fluorofori nebo funk¢nich skupin nesouci
radioisotopovou znacku na nanomaterialovy nosi¢ meéni strukturu a potazmo chovani
nosi¢e v organismu. Dal§i nevyhodou tohoto znaceni je fakt, ze je sledovana pouze
fluorescen¢ni [144] nebo radioisotopova znacka [145] a ne vlastni material nosice.
Pomoci enkapsulace FRET [146], AIE nebo ACQ fluorofort [138] do nanomaterialového
nosice lze sledovat stabilitu nosice, jelikoz fluorescencni zafeni téchto latek je zavislé na
tom, v jaké blizkosti od sebe se molekuly fluorofort v prostoru vyskytuji. Avsak ani tyto
metody nemohou dostatecné presné popsat osud a stabilitu nosi¢e nesouciho 1é¢ivo
v podminkach in vivo. Struktura a stabilita nosiCe totiz zavisi i na enkapsulované latce a

stabilita nosice nesouci fluorofor a 1é¢ivo muze byt odlisna.

Metody LC-MS naproti tomu nabizi univerzalni pfistup, kterym lze monitorovat jak
1éCivo, tak material nosiCe a stanovit tak stabilitu a farmakokinetiku nosice bez toho, aby

byly nosi¢ nebo lécivo, jakkoliv modifikovany nebo znaceny.
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem prace bylo vyvinout takové analytické metody kapalinové chromatografie a

hmotnostni spektrometrie, jez by dovolovaly 1épe popsat strukturu derivati hyaluronanu

a pochopit, co se s hyaluronanem nebo s jeho derivaty dé&je po aplikaci do organizmu.

Konkrétné byly naplanovany nasledujici dil¢i ukoly:

1.

Studium literatury a zpracovani reserSe z oblasti analyzy kyseliny hyaluronové hmotnostni
spektrometrii a kapalinovou chromatografii, zpracovani pfehledového ¢lanku HA.

Volba derivati HA s ohledem na jejich mozné praktické uplatnéni a navrh postupti pro jejich
analyzu. Studium a popis jejich hmotnostné spektrometrického chovani (ionizace riznymi
ioniza¢nimi technikami, fragmentace), studium chromatografické separace.

Vyvoj analytické metody vCetné zpracovani vzorka pro vybrané derivaty pfi vyuziti spojeni
chromatografie nebo s hmotnostni spektrometrii, interpretace naméfenych dat. Navrh
aplikace pro kontrolu slozeni derivati hyaluronanu v navaznosti na potieby firmy

Contipro a.s.

Reseni cilt vedlo k nasledujicim vystupim:

M. Simek, K. Lemr, M. Hermannova, V. Havlidek, Analysis of hyaluronan and its
derivatives using chromatographic and mass spectrometric techniques, Carbohydrate

Polymers. 250 (2020) 117014. (cit. [98])

M. Simek, M. Hermannova, D. Smejkalové, T. Foglova, K. Soucek, L. Bind, V. Velebny,
LC-MS/MS study of in vivo fate of hyaluronan polymeric micelles carrying doxorubicin,

Carbohydrate Polymers. (2019) 181-189. (cit. [1])

M. Simek, K. Nesporova, A. Kocurkova, T. Foglova, G. Ambrozova, V. Velebny, L. Kubala,
M. Hermannova, How the molecular weight affects the in vivo fate of exogenous hyaluronan
delivered intravenously: A stable-isotope labelling strategy, Carbohydrate Polymers. 263
(2021) 117927. (cit. [147])
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Charakterizace lauroyl-modifikovaného hyaluronanu

4.1.1 Chemikalie

Enzym BTH byl dodan firmou Finepharm (Jelenia Gora, Polsko). Kyselina mravenci,
mraven¢an amonny (LC-MS), hovézi albumin byly zakoupeny od Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Némecko). Propan-2-ol a methanol (LC-MS) byly zakoupeny od VWR
International (Darmstadt, Némecko). Standardy oligosacharidi s DP 4-20 a
redukovanych tetra a hexasacharidii byly stejné jako vzorky lauroyl-modifikovaného HA

poskytnuty firmou Contipro a.s. (Dolni Dobroug, Ceska republika).

4.1.2 Enzymaticka degradace lauroyl modifikovaného hyaluronanu

Derivaty byly rozpustény na koncentraci 2 mg ml™' ve smési 10 mmol 1"' vodného
acetatového pufru a propan-2-olu (1:1, v/v). K 75 ul tohoto roztoku bylo pfidano 2925 ul
10 mmol 1! octanového pufru obsahujiciho 30 mmol 17! chloridu sodného a 1 mg ml™
hovéziho albuminu (pH 5,4). Nasledné k tomuto roztoku bylo pfidano 12,8 ul roztoku
BTH (350 IU ml™') a smés byla inkubovéna pii 37 °C. V &asech 0, 30, 60, 90, 120, 150,
180, 210, 270 a 330 minut od zacatku inkubace byly z roztoku odebrany 100 pl podily a
thned uskladnény pfti -20 °C.

4.1.3 Stanoveni oligosacharidi hyaluronanu

Ke vzorkim s ¢asteCné degradovanymi derivaty bylo pfidano 10 pl roztoku vnitiniho
standardu obsahujiciho 50 pg ml™! redukovaného tetra a hexasacharidu AN (AN4 RED,
AN6 RED). Vzorky byly povafeny 20 minut, aby byl albumin vysrazen a doslo
k inaktivaci enzymu BTH. Nasledné byly vzorky centrifugovany 3 minuty pii 15000 g a
ziskany supernatant byl pouzit k LC-MS kvantifikaci sudych oligosacharidi AN 4-20.
K tvorbé kalibra¢ni kiivky byly pouzity standardy oligosacharidi, z nichz bylo

namichano deset kalibra¢nich roztoki s koncentraci od 0,1 do 10 pg ml™..

K analyze byl pouzit chromatograficky systém Acquity UPLC I-class s hmotnostnim
detektorem Xevo TQ-XS (oboji Waters, Wilmslow, Velka Britanie). Chromatograficka
separace byla provedena na koloné Jupiter Proteo 4 um, 90 A (50 x 2,0 mm,

Phenomenex, Torrance, USA) pii 60 °C. Latky byly eluovany 3 minuty 0,1% kyselinou
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mravenci ve vodé€ a 7 minut gradientovou eluci acetonitrilu (0-30 %). Priatok mobilni faze

byl nastaven na 0,3 ml min!

na prvni 2 minuty, poté byl béhem 30 s navySen na
0,6 ml min~'. Nasledn& byla kolona promyvana 5 minut 40% acetonitrilem s priitokem
1 ml min™! a ekvilibrovana 3 min 0,1% kyselinou mraven¢i ve vodé s prittokem 0,3 ml

min~'. Davkovany objem vzorku byl 5 pl.

Hmotnostni spektrometr byl vybaven elektrosprejem operujicim v negativnim modu
s nasledujicimi parametry: napéti na sprejovaci kapilare -1,8 kV, teplota desolvatacniho
plynu 600 °C, pritok plynu na konusu (N2) 150 1 h™!, priitok desolvataéniho plynu (N2)
10001 h™!, tlak zamlzujiciho plynu (N2) 7,0 bar. MRM prechody pro jednotlivé
oligosacharidy byly ladény s vyuZzitim standardu oligosacharidd a jsou uvedeny v Tab.
1. Vysledky LC-MS analyz byly vyhodnoceny pomoci softwaru MassLynx (Waters,
Wilmslow, Velka Britanie).

Tab. III MRM pi‘echody pro jednotlivé oligosacharidy s hodnotami napéti na konusu (CV)
a kolizni energie (CE). Prvn¢ uvedeny fragment byl pouzit jako kvantifikacni ion, druhy

fragment pak jako kvalifikacni ion.

oligosacharid mlz naboj fragmenty CcVv,V CE, eV
N
W e wpww
W e ran
wo e x g u
we_ws  xp  3 w
A P2 > 336 o gi
AN16 1016,3 3 ;}ézg gg g;t
e @
v mex b %%
AN4 RED 778,3 1- ;33:(1) 4313 gg
AN6 RED 578,3 2- i;gzg 28 32
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4.2 Studium farmakokinetiky  polymerniho nosiCe z oleyl-
modifikovaného hyaluronanu nesouci cytostatikum doxorubicin

Publikovano v ramci prvoautorské publikace ,,LC—MS/MS study of in vivo fate of

hyaluronan polymeric micelles carrying doxorubicin“ [1].

4.2.1 Pouzité chemikalie

Doxorubicin (> 90%) byl zakoupen od Clearsynth (Mumbai, Indie). Doxorubicinol (>
90% byl zakoupen od Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Némecko). Daunorubicin
hydrochlorid (> 98,5%), kyselina ethylendiamintetraoctova (> 99%), kyselina mravenci
(LC-MS), HEPES a proteasa ze Streptomyces griseus (type XIV, > 3,5 U mg™!) byly
zakoupeny od Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko). Acetonitril a methanol (LC-MS)
byly zakoupeny od VWR International (Darmstadt, Némecko). HA lyasa ze
Streptococccus  pneumoniae  (SpHyl), nasyceny  disacharid HA  (AN2),
oleyl-modifikovany hyaluronan (HA-C18:1, 15 kDa) se stupném substituce (DS) 10%
(pomér mezi modifikovanymi disacharidy a celkovym poctem disacharidovych jednotek)
a nenasyceny palmitoyl-modifikovany disacharid hyaluronanu (AAN2-C16) byly
poskytnuty firmou Contipro a.s. (Dolni Dobroug, Ceska Republika). '*C-znadeny
vysokomolekularni hyaluronan (HMW !’C-HA, 1500 kDa) byl biotechnologicky
piipraven firmou Contipro a.s. (Dolni Dobroug, Ceskd Republika) kultivaci
Streptococcus zooepidemicus s D—glukosou—l—BC (> 98,5%) (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Némecko). Chloroform stabilizovany amylenem, Na,HPO4,12 H>O (p.a.), KH2POs4 (p.a.),
NaCl (p.a.), KCI (p.a.) byly =zakoupeny od firmy Lach-Ner (Neratovice,
Ceska Republika).

4.2.2 Analyza doxorubicinu a doxorubicinolu v mySi plasmé

Extrakce doxorubicinu (DOX) a doxorubicinolu (DOXol) v plasmé byla provedena podle
publikovaného postupu [149]. Ke 100 pl plasmy bylo pfidano 10 ul roztoku vnitfniho
standardu daunorubicinu (DAU, 500 ng ml™!) a nasledn& bylo pfidano 900 ul smési
chloroformu a methanolu (4:1, v/v). Vzorky byly umistény na 2 minuty na vortex a
nasledné centrifugovany pii 10000 g po 2 minuty. Organicka faze byla odebrana do cisté
zkumavky a proudem dusiku bylo organické rozpoustédlo ze vzorku odstranéno. Vzorek

byl nasledné rozpustén v 60 pl methanolu a analyzovan pomoci LC-MS.

35



Chromatograficka separace byla provedena na koloné Acquity UPLC BEH C18
(50 x 2,1 mm, 1,7 um) (Waters, Wilmslow, Velka Britanie) pii 40 °C, prutoku mobilni
faze 0,4 ml min! a gradientové eluci 0,1% kyselinou mravenci ve vodé a acetonitrilem.
Obsah acetonitrilu pfi gradientové eluci byl nasledujici: 0—1 min 5 %, 1-8 min 5—40 %,
8—11 min 60 % , 11-15 min 5 %. Objem davkovaného vzorku byl 2 ul.

4.2.3 Analyza oleyl-modifikovaného hyaluronanu a !3C-hyaluronanu v mysi

plasmé

Vzorky plasmy byly stokrat zfedény vodou, nasledné bylo ke vzorkim pfidano 10 pl
roztoku vnitiniho standardu (AN2 a A/AN2-C16, 100 pg ml™') a 40 ul 1% proteasy ze
Streptomyces griseus v 50 mmol 1"! HEPES pufru o pH 7,9, Vzorky byly nasledné
inkubovany tfi hodiny pfi 45 °C. Nasledn€ k nim bylo pfidano po 2 pl roztoku SpHyl
(7,500 TU ml™!) a byly inkubovany 30 minut pii 37 °C. Poté bylo ke vzorkiim piidano
900 pl smési chloroform/methanol (4:1, v/v). Nasledné byly centrifugovany pii 10000 g
po 2 minuty, vodna faze byla pouzita pro analyzu HA HA-C18:1 a *C-HA.

AAN2-C18:1 a AAN2-C16 byly separovany na koloné Acquity UPLC BEH C4 (150 x
2,1 mm, 1,7 um) (Waters, Wilmslow, Velka Britanie) pfi 40 °C, pratoku mobilni faze
0,4 ml min! a gradientové eluci 0,1% kyselinou mravenéi ve vodé a acetonitrilem. Obsah
acetonitrilu pfi gradientové eluci byl nasledujici: 0-16,5 min 30-95 %, 16,5-17 min

95 %, 17-18 min 95-30 %, 18-21 min 30 %. Davkovany objem byl 5 pl.

Chromatograficka separace '*C-AAN2, AAN2 a AN2 byla provedena na kolong& Jupiter
Proteo 90 A (250 x 4,6 mm, 4 um) (Phenomenex, Torrance, USA) pfi laboratorni teploté,
priitoku mobilni faze 0,5 ml min~! a gradientové eluci 0,1% kyselinou mravenéi ve vodé
a methanolem. Obsah methanolu pii gradientové eluci byl nésledujici: 0—3 min 0 %, 3—
15 min 0-15 %, 15-16 min 15-80 %, 16—18 min 80 %, 18-20 min 0 %. Davkovano bylo

5 ul roztoku vzorku.

4.2.4 Analyza doxorubicinu, doxorubicinolu, oleyl-modifikovaného hyaluronanu a
13C-hyaluronanu v homogenitech mysich tkani

Vzorky mysich organt byly zvazeny a preneseny do homogenizacnich zkumavek a byl

k nim piidan 100 mmol 1"! PBS s 10 mmol 1"! EDTA o pH 7,4 v takovém mnozstvi, aby

mnozstvi vzorku v homogenatu odpovidalo 100 mg mI™" Mysi tkané byly

homogenizovany na homogenizatoru Precellys 24 (Bertin Technologies, Saint-Quentin,
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Francie). Ke 100 ul homogenizované tkané bylo pfidano 20 pl roztoku wvnitfniho
standardu (DAU, 500 ng ml™'; AN2, 50 pg ml™!; AAN2-C16, 50 pg ml™). Vzorky byly

dale zpracovany a analyzovany podle postupu popsaném v 4.2.2 a 4.2.3.

4.2.5 Nastaveni hmotnostniho spektrometru

Chromatograficky systém Acquity UPLC byl spojen s hmotnostnim spektrometrem Xevo
TQ-XS vybavenym trojitym kvadrupdlem jako hmotnostnim analyzatorem (Waters,
Wilmslow, Velka Britanie). Ionizace vzorku byla provedena pomoci elektrospreje
v pozitivnim modu pfi analyze DOX, DOXol a DAU. Disacharidy HA-C18:1 a '*C-HA
byly ionizovany v negativnim mddu. Méfenim standardid DOX, DOXol, AAN2-C18:1,
AAN2 a BC-,AN2, DAU, sAN2-C16 a AN2 byly ladény MRM piechody, které jsou
uvedeny v Tab. IV. Napéti na sprejovaci kapilafe v pozitivnim modu bylo 2,0 kV, offset
zdroje 30V, pritok plynu na konusu 1501h! a desolvataéni teplota 400 °C.
V negativnim modu bylo napéti na kapilare 2,7 kV, offset zdroje 30 V, prutok plynu na
konusu 150 1 h™! a desolvataéni teplota 500 °C. Dusik byl pouzit jako zmlzujici plyn pii
tlaku 7 bar a jako susici plyn pfi pritoku 1000 1 h™!. Vysledky LC-MS analyz byly

vyhodnoceny pomoci softwaru MassLynx (Waters, Wilmslow, Velka Britanie).

Tab. IV MRM piechody s hodnotami napéti na konusu (CV) a kolizni energii (CE). *

konfirmaéni ion, ® kvantifikaéni ion

analyt [M+H]* produktovy ion Ccv,V CE, eV
Dox 5440 9700 2 10
poxol si6. 360 28 24
ST
analyt [M-H]J" produktovy ion Ccv,V CE, eV
AAN2-CI8:1 642.3 b > 0
»AN2-C16 6161 abe - P
PC-,AN2 380,1 18776’,(3) . ;g ;2
AAN2 378,1 1%75’%(] ;g ;2
AN? 396. 19301 0 6
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Stanoveni metaboliti v homogenatu jater bylo provedeno pomoci hmotnostniho
spektrometru Synapt G2-Si a softwaru UNIFI (oboji Waters, Wilmslow, Velka Britanie).
LC metoda a nastaveni elektrospreje bylo stejné jako pfi kvantifikaci DOX a DOXol.

4.2.6 Validace stanoveni doxorubicinu, doxorubicinolu, oleyl-modifikovaného

hyaluronanu a *C-hyaluronanu

Vyvinuta LC-MS analyza DOX, DOXol, HA-C18:1 a '*C-HA byla validovana podle
postupu FDA popsaného pro validaci bioanalytickych metod [150] Byly stanoveny
zakladni validacni charakteristiky vCetné meze kvantifikace, preciznosti, pravdivosti a
stability DOX, DOXol, HA-C18:1 a '>*C-HA v plasmé a homogenatu jater (100 mg ml™).
Selektivita metod byla otestovana piidavkem analytd do sedmi rdznych biologickych
vzord: plasmy, jater, ledvin, sleziny, srdce, mozku a plic. Stabilita HA-C18:1 a '3C-HA
byla testovana pii -80 °C. Analyty byly povazovany za stabilni, pokud se koncentrace
Cerstvé pripraveného vzorku a skladovaného vzorku neli§ila o vice nez = 15 %. Stejné
rozhodovaci kritérium bylo pouzito pfi vyhodnoceni meze detekce, preciznosti a

pravdivosti. Pro stanoveni robustnosti metod byl pouzit Youdenav test [151].

4.2.7 Priprava a charakterizace polymernich micel z oleyl modifikovaného

hyaluronanu nesouci cytostatikum doxorubicin

Polymerni micely z HA-C18:1 nesouci DOX byly pfipraveny podle publikovaného
postupu [152]. 10 mg DOX bylo rozpusténo v chloroformu a roztok byl postupné
pfidavan k vodnému roztoku HA-C18:1 (10 ml, 10 mg ml™!). Tato smés byla nasledné 10
minut sonifikovana na Sonotrode S2 (vykon 200 W, amplituda 65%, délka cyklu 0.5 s)
(Hielscher, Teltow, Némecko) pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo rozpoustédlo
odpareno na rota¢ni vakuové odparce Hei-VAP Core (Heidolph, Schwabach, Némecko).
Vzorek byl suspendovan v n€kolika ml vody a volny DOX byl odstranén filtraci roztoku
pres sklenény filtr s velikosti pord 1 um a ultrafiltraci pfes membranu nepropoustéjicim

latky s My vyS§si nez 3,5 kDa. Nasledné byla ze vzorku lyofilizaci odstranéna voda.

Hydrodynamicky prumeér pfipravenych polymernich micel byl stanoven pomoci
dynamického rozptylu svétla pfistrojem Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instrument,

Malvern, Velka Britanie) vybavenym He-Ne laserem s vinovou délkou zareni 633 nm.
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4.2.8 Design in vivo studie farmakokinetiky polymerni micely z oleyl-
modifikovaného hyaluronanu nesouci cytostatikum doxorubicin
Samice mysi BALB/C staré 5 tydnl byly krmeny ad libitum. Mysi byly injektovany
metastazujicimi 4T1 nadorovymi buitkami (50000 bunék) do ctvrté prsni bradavky. Poté
byly nechany tii tydny v klidu a nasledné nahodné rozdéleny do Ctyf riznych skupin.
Témto skupinam, oznacenych jako A, B, C, D, byl aplikovan DOX ve Ctyfech raznych
formulacich. Skupina A dostala roztok DOX v PBS, skupina B roztok DOX v PBS spolu
s roztokem HA-C18:1, skupina C roztok polymernich micel z HA-C18:1 s DOX a
skupina D roztok vysokomolekularni *C-HA a po deseti minutach roztok polymernich
micel z HA-C18:1 s DOX. Davka DOX byla u vsech skupin stejna a to 3,5 mg kg..
Davka HA-C18:1 byla 50 mg kg ™! a '*C-HA byla davkovana v mnozstvi 25 mg kg™ Mysi
pak byly v jedenacti ¢asovych intervalech béhem 72 hodin od podéani usmrceny a organy
byly odebrany a ulozeny pii -80 °C. Krev byla odebrana pomoci srde¢ni punkce a plasma
byla separovana patnactiminutovou centrifugaci pti 3000 g. Farmakokinetické parametry

byly vyhodnoceny pomoci programu PK Solver [153].

4.2.9 Stanoveni molekulové hmotnosti oleyl-modifikovaného hyaluronanu

Vzorky plasmy a homogenata jater byly separovany pomoci chromatografického systému
Alliance €2695 s UV-Vis detektorem Model 2489 vybavenym kolektorem frakci (vie
Waters, Wilmslow, Velka Britanie) a dvéma v sérii zapojenymi kolonami PL aquagel-OH
40 (300 x 7,5 mm, 8 um) a PL aquagel-OH 20 (300 x 7,5 mm, 5 pm) (oboji Agilent, Santa
Clara, USA). Teplota na koloné€ byla 40 °C. Jako mobilni faze byl pouzit vodny roztok
chloridu sodného o koncentraci 0,15 mol 1™ Priitok mobilni faze byl 1 ml min~"* Objem
vzorku davkovany na kolonu byl 100 pl. Kolektorem bylo sbirdno dvacet frakci pro
kazdou SEC analyzu mezi patou a dvacatou patou minutou. K ziskanym frakcim byl
pridan roztok vnitfniho standardu (AN2 a AAN2-C16) a pomoci metody uvedené v 4.2.3
byl stanoven obsah HA a HA-C18:1.
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4.3 Studium metabolismu intraven6zné a perorilné aplikovaného
hyaluronanu pomoci znaceni stabilnimi isotopy

Publikovano v ramci prvoautorské publikace ,,How the molecular weight affects the in
vivo fate of exogenous hyaluronan delivered intravenously: a stable-isotope labelling

strategy® [147].

4.3.1 Pouzité chemikalie

13C-znageny vysokomolekularni HA (1562 kDa) byl pfipraven kultivaci Streptococcus
zooepidemicus s D-glukosou (U->C, 99%) firmou Contipro a.s. (Dolni Dobrou¢, Ceska
Republika). D-glukosa (U-'°C, 99%), '3C-N-acetylglukosamin (99%) a '’C-kyselina
glukuronova (99%) byly zakoupeny od Cambridge Isotope Laboratories (Tewksbury,
USA). Diethylether (p.a.) byl zakoupen od firmy VWR international (Darmstadt,
Némecko). Ostatni chemikalie byly zakoupeny od stejnych dodavatelt jako v pripadé
predchazejici studie 4.2.1.

4.3.2 Priprava hyaluronanu s definovanou molekulovou hmotnosti

3C-HA o péti riznymi My od 13,6 do 1562 kDa byl piipraven a charakterizovan firmou
Contipro a.s. C-HA se stfedni M, byl pfipraven pomoci tepelné degradace
vysokomolekularniho '*C-HA. Vysokomolekularni '*C-HA byl v tenké vrstvé nanesen
na dno Petriho misky, pfikryt hlinikovou folii a inkubovan pfi 120 °C 160 minut. My
takto piipravené 'C-HA byla 370 kDa. 138 kDa '3C-HA byl piipraven stejnym
zptisobem, ale doba inkubace byla 340 minut. Nizkomolekularni *C-HA byl pfipraven
pomoci kyselé hydrolyzy. Vysokomolekularni *C-HA byl rozpustén ve vodé na
koncentraci 10 mg ml™", k roztoku byla pfidana kyselina sirova (1 mol1™") v takovém
mnozstvi, aby pH roztoku bylo 3,0. Roztok byl pak zahfivan na 100 °C po dobu 180
minut. Po vychladnuti byl roztok neutralizovan roztokem hydroxidu sodného (1 mol 171).
Nasledné byl roztok HA zakoncentrovan a preciStén pomoci ultrafiltrace a kolonkami
s grafitickym uhlikem. My, takto ptipraveného '*C-HA byla 46 kDa. 13,6 kDa *C-HA
byla piipravena stejnym zptisobem, ale doba ohievu byla 240 minut. My, *C-HA byla
charakterizovana pomoci SEC-MALLS [75].
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43.3 Analyza BC-hyaluronanu, 3C-N-acetylglukosaminu a !3C-kyseliny
glukuronové v mysi plasmé a organech

Vzorky pro kvantifikaci '>C-HA (pfipraveného z glukosy (U-13C, 99%)) byly zpracovany

stejnym zpiisobem jako vzorky pro stanoveni *C-HA (vzniklé z 1-1°C-glukosy) (4.2.3).

Chromatograficka separace a nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo rovnéz stejné

(4.2.3, 4.2.5). Jedinou zmé&nou byly méfené MRM piechody *C- AAN2: 392,1 — 181,0

a392,1 — 90,0.

Ptiprava vzorku pro analyzu '*C-monosacharidii GlcA a GlcNAc byla stejna jako pii
analyze '*C-HA avsak s vynechanim depolymeriza¢niho kroku (nebyl pfidan enzym
SpHyl). Chromatograficka separace a nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo stejné
jako pii analyze HA. Mé&tené MRM piechody pro '*C-GIcA byly: 199,1 — 117,9; 84,5 a
pro BC-GleNAc: 226,1 — 123,0; 60,8.

4.3.4 Analyza metaboliti *C-hyaluronanu

Metabolity z homogenatt jater a bunécnych kultur byly extrahovany podobné jako
v publikované praci [154]. Ke 100 pul bunécné suspenze nebo homogenatu jater
(250 mg ml™") bylo ptidano 400 ul vychlazeného methanolu (-80°C). Vzorky byly
nasledné vortexovany 30 minut pii 4 °C a inkubovany 2 hodiny pii -80 °C. Potom byly
centrifugovany 10 minut pfi 15000 g a byl odebran methanolovy supernatant. Nasledné
byla methanolova extrakce opakovana a supernatanty spojeny. Rozpoustédlo ze vzorku
bylo pomoci proudu dusiku odpafeno a zbytek byl znovu rozpustén ve 100 ul 0,1%

kyseliny mravenci.

LC-MS analyza byla provedena na systému Waters Acquity UPLC spojeného
s hmotnostnim spektrometrem Waters Synapt G2-Si (oboji Waters, Wilmslow, Velka
Britanie). Chromatograficka separace byla provedena podle publikovaného postupu [155]
na koloné Acquity C18 column UPLC HSS T3 1,8 um 2,1x100 mm (Waters, Wilmslow,
Velka Britanie) s gradientovou eluci 0,1% kyselinou mravenci ve vodé a 0,1% kyselinou
mravendi v 95% acetonitrilu (Tab. V). Pritok mobilni faze byl 0,45 ml min~! a kolona
byla termostatovana na 22 °C. Davkovany objem byl 3 ul. Hmotnostni detekce probihala
v negativnim modu pfi nasledujicim nastaveni: napéti na sprejovaci kapilare -1,8 kV,
napéti na konusu 20 V, offset zdroje 40 V, teplota zdroje 120 °C, teplota desolvata¢niho
plynu 500 °C, proud plynu na konusu N, 20 1h™!, proud desolvataéniho plynu (N2)

41



8001 h™!, zmlzujici plyn (N2) 6 bar, rozsah méfenych m/z 50-1200, rychlost skenovani
0,5 s~!. Analyza isotopové distribuce metabolit byla vyhodnocena pomoci softwaru El-
MAVEN (Elucidata, Cambridge, USA). Metabolity byly anotovany na zakladé hodnoty
hmotnostniho rozdilu (mensi nez 10 ppm) mezi pozorovanou hodnotou a hodnotou v
databazi. Identita identifikovanych metaboliti byla ovéfena porovnanim fragmentacnich

spekter s webovou databazi METLIN [156].

Tab. V Gradientova eluce pro analyzu metaboliti na reverznich fazich.

0,1% kys. mravenci v 95%

t,min  0,1% kys. mravenéi ve vodé pratok, ml min™

acetonitrilu
0 100 0 0,45
2 100 0 0,45
4 85 15 0,45
10 55 45 0,45
13 0 100 0,45
20 0 100 0,45
25 100 0 0,45
35 100 0 0,45

4.3.5 Stanoveni molekulové hmotnosti *C-hyaluronanu v mysich tkinich
Distribuce My *C-HA v plasmé a homogenatu jater u mysi, kterym byl davkovan '3C-
HA s My 13,6, 46 a 138 kDa, byla stanovena pomoci SEC separace a nasledné LC-MS
analyzy popsanév 4.2.9. Stejnym zpisobem byla stanovena distribuce My u v§ech vzorku
modi. Distribuce My *C-HA v plasmé a homogenatu jater u mysi, kterym byl davkovan
3C-HA s My, 370 a 1562 kDa, byla stanovena pomoci SEC separace s kolonami PL
aquagel—OH 40 (300x7,5 mm, 8 um) a PL aquagel-OH 20 (300x7,5 mm, 5 um) (oboje
Agilent, Santa Clara, USA). Vzorky byly eluovany 0,15 mol 1I"! chloridem sodnym pii
pratoku 1 ml min™' a 40 °C.

43.6 In vivo studie zkoumajici farmakokinetiku intravenézné podaného
hyaluronanu v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti

Samice mysi BABLC/C, staré 8—10 tydnu a vazici 20-25 g, byly dodany z Chovného a

uzivatelského zafizeni laboratornich zvirat pii Lékarské fakulté Masarykovy Univerzity

v Brn&. Experimenty na zvifatech byly schvaleny etickou komisi Akademie véd Ceské

republiky dle protokolu ¢. 9/2019. Experimenty zahrnujici praci se zvifaty (po odbér

vzork®) byly provedeny pracovniky Biofyzikalniho ustavu AV CR v Brng.
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Mysi byly nahodné rozdé€leny do péti skupin, pro sedaci jim byl inhalaéné podan isofluran
a jednotlivym skupinam zvifat byl injektovan roztok '3C-HA o péti riiznych My:
13,6 kDa, 46 kDa, 138 kDa, 370 kDa a 1562 kDa. '3*C-HA byl rozpustén na koncentraci
10 mg m1 ! ve sterilnim PBS a davkovan v davce 50 mg kg !, vyjimkou byl *C-HA s My,
1562 kDa, ktery kviili vysoké viskozité roztoku byl rozpustén pouze na 1,67 mg ml! a
byl aplikovan v poloviéni davce (25 mg kg™!). Po intravenozni aplikaci *C-HA byly mysi
umistény do kleci s volnym pfistupem k jidlu a piti. V deviti ¢asovych intervalech 5, 10,
15, 30 minut a 2, 4, 8, 24 a 48 hodin od podéani byly mys$i z kleci vyjmuty, usmrceny
isofluranem a byly jim odebrany vzorky krve srde¢ni punkci a organy. Plasma byla
separovana 10min centrifugaci pifi 3000 g. Mysi urcené k odbéru vzorki po 24 a
48 hodinach byly umistény v metabolickych klecich, ze kterych byly v ¢asovych
intervalech 4, 10, 24, 32 a 48 hodin od podani odebirany vzorky moci a stolice. Na kazdy
Casovy interval byla pouzita tfi zvifata. VSechny odebrané vzorky byly ulozeny pfi teploté

-80 °C.

4.3.7 In vivo studie zkoumajici orgianovou distribuci intravenézné podaného

hyaluronanu v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti

Podobné jako v predchazejici studii byly samice BALB/C my$i nahodné rozdéleny do
Styt skupin a byl jim injektovan roztok *C-HA s My, 13,6; 138; 370 nebo 1562 kDa. Mysi
byly po 2 a 8 hodinach a s vyjimkou skupiny se 138 kDa '*C-HA i po 10 minutach
usmrceny a byla jim srde¢ni punkci odebrana krev. Poté byla do levé komory zavedena
venepunkc¢ni sada a do pravé siné byl proveden maly fez. Krevni fecisté bylo pomalu
promyto 40 ml fosfatového pufru, ktery proplachl jatra a ledviny. Promyti organt
fosfatovym pufrem se projevilo zménou barvy organd. Fosfatovy pufr spolu se zbytky
krve byl jiméan do 15 ml zkumavek po ¢tyfech frakcich o objemu 10 ml. Po promyti byly

organy odebrany a ulozeny spolu s odebranou plasmou pii -80°C.

4.3.8 In vitro studie zkoumajici metabolismus hyaluronanu jaternimi bunkami
v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti

In vitro kultivace bunék byly provedeny pracovniky firmy Contipro a.s. Lidské jaterni

endotelialni buiiky (HLEC) byly zakoupeny od firmy Lonza (Koufim, Ceska republika)

a jejich kultivace probihala dle instrukci dodavatele. Butiky byly kultivovany v EBM-2

mediu od firmy Lonza (Koutim, Ceska republika) ve 100mm miskach, jejichz povrch byl
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potazen kolagenem typu I od firmy Corning (Corning, USA). Misky s 200 000 bunék
byly pouzity pro kultivaci trvajici 2-3 dny pii 37 °C, 5 % COz a 95% vlhkosti vzduchu,

dokud nebylo dosazeno 60% konfluence.

Sterilni 3C-HA a '2C-HA (pouzity jako kontrola) byly rozpustény v EBM-2 médiu na
koncentraci 1 mg ml™! a sterilizovany filtraci ptes sklenény filtr s pory o velikosti 0,2 pm.
K buiikam bylo pfidano 10 ml tohoto roztoku a buriky byly kultivovany dalSich 72 hodin.
Kultiva¢ni médium bylo odebrano a uskladnéno pii -80 °C. Buiiky byly promyty sterilnim
PBS a bylo knim pfidano 1,5 ml methanolu vychlazeného na -80 °C. Misky
s methanolem byly umistény na 15 minut do -80 °C. Poté byly buiiky spolu
s methanolovou fazi odebrany do zkumavek, které byly po dobu 60 s vortexovany a
nasledné ulozeny na 10 minut na ledu. Dale byly vzorky 5 minut centrifugovany pii 4 °C
a 6000g. Ze vzorki byl odebran supernatant a uloZzen do -80 °C. Sediment byl
suspendovan v 250 ul vychlazeného methanolu, vortexovan (60 s) a zcentrifugovan
(6000 g/5 min/4 °C). Odebrany supernatant byl spojen s predeslou frakci methanolového
extraktu a byl ulozen do -80 °C.

43.9 In vivo studie zkoumajici farmakokinetiku perorilné podavaného

hyaluronanu

Samice mys§i BABLC/C s normalnim mikrobiomem, staré¢ 8—10 tydnt a vazici 20-25 g,
byly dodany z Chovného a uzivatelského zafizeni laboratornich zvirat pii Lékarské
fakulté Masarykovy Univerzity v Brné€. Experimenty na zvifatech byly schvaleny etickou
komisi Akademie véd Ceské republiky. Experimenty zahrnujici praci se zvitaty (po odbér

vzork®) byly provedeny pracovniky Biofyzikalniho ustavu AV CR v Brng.

Mysim byl po dodani pomoci tzv. cocagingu trvajicimu 14 dni srovnan mikrobiom. V den
experimentu byly mysi sedatovany isofluranem a byl jim gavazi aplikovan 10 mg ml™
roztok 1562 kDa 3C-HA v davce 50 mg kg™ Po aplikaci '*C-HA byly mysi umistény do
kleci s volnym piistupem k zradlu a piti. V deviti €asovych intervalech 0-72 hodin od
podani byly mysi z kleci vyjmuty, usmrceny isofluranem a byly jim odebrany vzorky
krve srde¢ni punkci, organy a obsahy stfev. Plasma byla separovana 10min centrifugaci
pii 3000 g. Mysi urCené k odbéru vzorkii po 48 a 72 hodinach byly umistény
v metabolickych klecich, ze kterych byly v ¢asovych intervalech 4, 10, 24, 32 a 48 hodin
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od podani odebirany vzorky moci a stolice. Na kazdy Casovy interval byly pouzity tfi

zvirata. VSechny odebrané vzorky byly ulozeny pfi teploté -80 °C.

Experiment na bezmikrobnich mysich BALB/C byl proveden dle stejného protokolu jako
experiment s mySmi s normalnim mikrobiomem avsak bez vyuziti metabolickych kleci.
Experimenty zahrnujici praci s bezmikrobnimi mySmi a odbér vzorka byly provedeny
Mgr. Martinem Schwarzerem, Ph.D. a RNDr. Dagmarou Sréitkovou, Ph.D. z Laboratore
gnotobiologie Mikrobiologického ustavu AV CR v Novém Hradku.

4.3.10 In vitro experiment degradace hyaluronu umélou stfevni stavou

Uméla zalude&ni §t4ava byla pripravena dle receptury v Ceském lékopisu [157].

4.3.11 Ex vivo studie zkoumajici degradaci hyaluronanu stifevnim mikrobiomem

Experimenty zahrnujici praci se zvifaty a kultivaci sttevniho obsahu byly provedeny Mgr.
Martinem Schwarzerem, Ph.D. a RNDr. Dagmarou Sritkovou, Ph.D. z Laboratofe
gnotobiologie Mikrobiologického ustavu AV CR v Novém Hradku. Pro experimenty byly
pouzity tfi samice C57Bl6/J kolonizované neonatalné smeési 12 bakterii — OligoMM12
[158]. Mysi byly odchovany v plastovych izolatorech typu Trexler, krmeny sterilni dietou
(25 kGy) SSNIFF (V1126 Mouse breeding extrudate). Voda byla sterilizovana
autoklavovanim. Zvitata méla v odchovné cyklus svétlo/tma 12h/12h a teplotu 22+2°C.
V den experimentu byly myS$i usmrceny, slepé stfevo vyjmuto, zvazeno a bez prodleni
prelozeno do anaeroboxu. Obsah slepého stfeva byl prenesen do zkumavky, zbyla tkan
vyndana a zvazena. Obsah slepého stfeva byl nafedén v poméru 1:1 sterilnim PBS s
0,05% hydrochlorid cysteinem a s pH upravenym kyselinou sirovou (0,1 mol 17!) na 6,8.
Po diakladném promichani na tfepacce se sklenénymi kulickami bylo odebrano 100 ul do
tekutého dusiku pro analyzu LC-MS. K 1 ml natfedéného stfevniho obsahu bylo pfidano
200 pl vysokomolekularni *C-HA (3 mg ml™' v PBS-0,05% roztok hydrochloridu
cysteinu), takze vysledna koncentrace *C-HA byla 500 pg ml™'. V ¢ase 15, 30, 60, 120 a
240 minut bylo odebrano 100 pl vzorku do tekutého dusiku. Vzorky byly pfed analyzou
skladovany pii -70 °C. Cast vzorka byla pouZita pro kvantifikaci '*C-HA (4.3.3), &ast pro
kvantifikaci oligosacharidid HA (4.3.12) a Cast byla pouzita ke kvantifikaci kratkych
mastnych kyselin (4.3.13).
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4.3.12 Stanoveni nenasycenych oligosacharidu hyaluronanu ve stfevnim obsahu
mysi

Ve spolupraci s Bc. Miroslavem Kubatem byla v ramci jeho diplomové prace, u které

jsem byl konzultantem, vyvinuta analytickd metoda pro chromatografickou separaci

nasycenych a nenasycenych oligosacharidd HA sDP 2-20 a kvantifikaci '*C

nenasycenych sudych oligosacharidi HA s DP 8-16. V predlozené disertacni praci bylo

této chromatografické metody vyuzito nejen ke studiu nasycenych a nenasycenych

sudych oligosacharidu, ale i lichych AA a NN oligosacharida HA.

K LC-MS analyze bylo vyuzito stejného systému jako v pfipadé kvantifikace DOX, HA-
C18:1 a 13C-HA (4.2.5). Pro chromatografickou separaci byla vyuzita analyticka kolona
Atlantis Premier BEH C18 AX, 1,7 um, 2,1x50 mm (Waters, Wilmslow, Velka Britanie).
Jako slozka A mobilni faze byl pouzit vodny 10 mmol I"! octan amonny s pH 5,0
upravenym koncentrovanou kyselinou octvou, jako mobilni faze B byl pouzit acetonitril.
Analyticka kolona byla vyhiivana na 60 °C a pritok mobilni faze byl 0,4 ml min~'. Bylo
vyuzito gradientové eluce v nasledujicim formatu: 0-0,5 min 5% B; 0,5-5 min 5-60 % B;
5-6 min 60 % B; 6-6,3 min 60-5 % B a 6,3-7,5 min 5 % B. Mnozstvi nastfikovaného
vzorku bylo 5 ul. MS detekce oligosacharidii probihala v MRM modu s nasledujicimi
ptechody (Tab. VI).

Tab. VI MRM prechody s hodnotami napéti na konusu (CV) a kolizni energii (CE).

oligosacharid z m/z Fragment 1 Fragment2 CEFIl,eV CEF2,eV CV,V

2C 378,1 175,0 87,0 24 10 22

AANZ e 1 5 181,0 90,0 2% 10 2
AN? 2C I 396,2 113,0 193,0 26 16 40
3C 410,2 118,0 199,0 26 16 40

AA3 2C L 572,2 113,0 193,0 70 42 18
13C 592,2 118,0 199,0 70 42 18

2C 599,2 175,0 396,0 16 6 8

NN3 3C I- 621,3 181,0 412,0 26 6 8
2C 757,6 175,0 554,5 38 28 72

AAN4 3C I- 785,3 181,0 574,0 38 28 72
AN4 2C L 775,2 193,0 572,1 38 28 72
3C 803,3 199,0 594,2 38 28 72

AA5 2C I 951,3 113,0 193,0 70 42 18
3C 985,4 118,0 199,0 70 42 18

2C 488,7 175,0 387,0 16 6 8

NNS 13C > 506,7 181,0 401,0 16 6 8
2C 568,0 175,0 465,9 30 16 42

AANG 3C > 588,7 181,0 482.6 30 16 42
ANG 2C ). 576,8 193,0 475,2 30 16 42
13C 597,7 199,0 4927 30 16 42
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4.3.13 Stanoveni kratkych mastnych kyselin pomoci GC-MS

Ke kvantifikaci kratkych mastnych kyselin (kyseliny octové, propionové a butanové)
bylo pouzito analytické metody GC-MS zavedené a bézné vyuzivané ve firmé Contipro
a.s. (Dolni Dobroué, Ceska republika). Nejprve byly vzorky (100 pl) okyseleny 10 pl
HCI (5 mol I"!) a bylo piidano 300 pl diethyletheru. Vzorky byly ponechany pii 4 °C po
dobu 15 minut a poté centrifugovany (15 000 g/ 4 °C / 10 min). 200 pl organické faze
bylo pfeneseno do nové vialky a bylo pfidano 10 pl roztoku vnitiniho standardu (100 ug
ml™!, kyselina undekanova). Analyza extrakt(i byla provedena na zafizeni Shimadzu
GCMS-TQ8050 NX (Shimadzu, Kjoto, Japonsko). Vzorky byly nastfiknuty na kapilarni
kolonu HP-FFAP (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) (Agilent, Santa Clara, USA) s He jako
nosnym plynem. Teplota injektoru byla 240 ° C, délici pomér 1:10, vstfikovany objem
1 pl a teplota detektoru 240 ° C. Pocatecni teplota v kolonového termostatu byla 80 °C,
po dvou minutach byla postupné zvysena (20 °C min~!) na 230 °C a tato teplota byla
drzena po 7 minut. Data byla ziskana v rezimu MS scan (m/z 30-300). Vysledky GC-MS
analyz byly vyhodnoceny pomoci softwaru GCMSsolution (Shimadzu, Kjéto, Japonsko).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace homogenity modifikaci lauroyl-modifikovaného
hyaluronanu

Filmy vytvotrené z HA vykazuji vlastnosti vhodné pro medicinské aplikace, avsak vysoka
rozpustnost HA omezuje jejich pouziti ve vodném prostiedi. Modifikaci hydrofobnimi
skupinami lze rozpustnost HA omezit a vlivem nekovalentnich interakci mezi
zavedenymi substituenty se tvoii samonosné ve vodé nerozpustné filmy vhodné pro fadu
medicinskych aplikaci [159]. Mezi dilezité vlastnosti téchto filmi patii tzv. bobtnavost
filmu charakterizujici, kolik vody je film schopen sorbovat [148]. Bobtnavost je
definovana jako (meq-mo)/mo, kde meq je hmotnost filmu po 24h lazni v PBS a mo je
hmotnost suchého filmu [160]. Hodnota bobtnavosti filmu spolu s DS derivatu pouzitého
na jeho pripravu definuje klicové vlastnosti filmu, jako je jeho tloustka v mokrém stavu

a rychlost degradace hyaluronidasami.

Za sorpci vody filmem z lauroyl-modifikovaného HA jsou zodpovédné hydrofilni ¢asti
retézce, tedy useky, jez nejsou modifikovany hydrofobnim lauroylem. Hodnoty DS pro
derivaty, ze kterych jsou filmy pfipraveny, pfimo koreluji s hodnotami bobtnavosti filmd,
pfi¢emz vyS$s§i hodnota DS znamena zpravidla niz§i hodnotu bobtnavosti filmu [159].
V praxi vsak tato korelace neni vzdy naplnéna. Nekteré pripravené filmy vykazovaly
odlisné hodnoty bobtnavosti, nez by odpovidaly hodnotdam DS. Odchylky od
ocekavaného chovani mohou byt zptisobeny nestandardnim rozlozenim substituenti
podél fetézce HA. Hodnoty DS jsou snadno méfitelnym parametrem souvisejicim s
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi pfipravenych derivatd HA, avsak tento parametr nijak
nereflektuje rozloZeni substituenti podél fetézce. Nestandardni podminky derivatizacni
reakce (napf. jinad teplota, pH, sloZeni rozpoustédel v derivatizaéni smési) ovliviiuji
konformaci molekul HA, coz nemusi mit vliv na mnozstvi navazanych substituentd, ale
muze ovlivnit rozmisténi substituenti podél fetézce. Charakterizace homogenity
rozlozeni substituentti v acylovanych derivatech tak maze ve vyrobnim procesu odhalit
nestandardni Sarze dfive, nez jsou z nich pfipraveny finalni vyrobky (tenké filmy aj.), jez

nemaji pozadované vlastnosti.

Jak bylo zminéno v teoretické Casti prace (2.3.1.3) stanoveni distribuce substituentd je

nejobtiznéjSim ukolem pfi charakterizaci derivatd HA. Pro charakterizaci rozlozeni acylu
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podél tetézce derivatu HA byla v ramci této disertacni prace vyvinuta metoda zalozena
na casteCné enzymatické degradaci derivatu enzymem BTH. Enzym BTH Stépi
pravdépodobné spise nemodifikované Casti fetézce, mnozstvi oligosacharidu, které jsou
pii degradaci produkovany by tak mélo souviset s mnozstvim navazanych acylu a jejich
rozmisténim na fetézci. Pokud bude napt. u derivatu s DS 10 % fetézec substituovan
homogennég, mélo by byt mnozstvi detekovanych nativnich oligosacharidt nizsi a derivat
by meél sorbovat méné vody. Naopak pokud by distribuce byla vyrazné heterogenni,
v fetézci by existovalo pouze nékolik malo mist s vysokou hustotou modifikaci a zbytek
HA by byl nemodifikovany. V takovém pfipad€ by mnozstvi stanovenych oligosacharidi

bylo vy$si a byla by vySsi 1 schopnost derivatu vazat vodu.

Pro analyzu nativnich oligosacharidi typu AN, jez jsou produkty degradace HA
enzymem BTH, byla vyvinuta LC-MS metoda. Chromatografickd separace byla
provedena na reverznich fazich pii kyselém pH mobilni faze. MS detekce probihala v
negativnim MRM moédu. Metoda umoznila analyzovat oligosacharidy s DP 4-20, a to jiz
od koncentrace 0,1 ug ml~!. Typicky chromatograficky zdznam a ukazky kalibra¢nich

kfivek v rozsahu 0,1-10 pg ml™! jsou uvedeny na Obr. 11.
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Obr. 11 A) Chromatograficka separace oligosacharida typu AN, B) ukazka kalibracni
krivky pfi stanoveni oligosacharidi AN 4-20.

Podminky degradace lauroyl-modifikovaného HA (koncentrace enzymu, koncentrace
substratu) byly optimalizovany tak, aby dochazelo pouze k castecné degradaci a aby byly
kromé konecnych produkti depolymerizace (oligosacharidy AN4 a ANG6) piitomny také
vyssi oligosacharidy (AN 8-20). Pritomnost vysSich oligosacharidi ve vzorku totiz
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naznacuje piitomnost dlouhych ¢asti fetézci, jez nejsou modifikovany. Béhem degradace
byly v urcitych intervalech odebirany vzorky, ve kterych byly nasledné kvantifikovany
oligosacharidy AN 4-20. Podminky degradace byly nastaveny tak, aby byla v nékterém
Casovém intervalu zachyceno maximum koncentrace vysSich oligosacharidi AN 8-20.
Finalni metoda zahrnovala degradaci vzorku trvajici 5,5 h, pfi¢emz béhem degradace byly
v deseti Casovych intervalech odebirany vzorky, které byly analyzovany na obsah

oligosacharidi. Typicky ¢asovy pribéh experimentu je znazornén na Obr. 12.
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Obr. 12 Casovy pribéh degradace HA-C12 (DS 10 %) enzymem BTH. Optimalizované
podminky degradace: koncentrace derivatu (50 pg ml™), mnoZstvi enzymu BTH (30 U mg™),
sloZeni pufru (octan sodny 10 mmol 17!, chlorid sodny 30 mmol 17!, hovézi albumin 1 mg ml™,

pH 5.4 (upraveno kyselinou octovou)).

Koncentrace vétsich HA oligosacharidii (> AN8) ma tendenci se zvySovat v prvni ¢asti
experimentu a dosahuje maxima v ¢asovém rozmezi 30-300 minut (v zavislosti na DS a
distribuci modifikace). Mnozstvi mensich HA oligosacharidi (< ANG6), konecnych

produktu stépeni BTH, se zvysuje s ¢asem po celou dobu experimentu.

Enzym BTH je v roztoku pufru inhibovan fetézci s navazanymi acylovymi skupinami.
Inhibice je pravdépodobné zptisobena tim, ze hydrofobizované derivaty maji silnou vazbu
na proteiny [38]. Aby vyvinuta metoda byla aplikovatelna 1 na derivaty s vysokym DS a
tedy s potencialné silnym inhibi¢nim G€inkem, byly derivaty degradovéany v pfitomnosti
hovéziho albuminu, ktery byl pfitomen v nasobné vyssi koncentraci nez samotny enzym.

Derivaty se tak spiSe vazaly na albumin a jejich inhibi¢ni efekt byl utlumen. Pfitomnost
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vysoké koncentrace albuminu ve vzorku je v§ak nezadouci pro LC-MS analyzu. Vzorky
pted vlastni analyzou bylo nutné upravit tak, aby z nich byl albumin odstranén a zaroven
nedoslo ke ztratam oligosacharid. Pro odstranéni albuminu bylo vyzkouseno nékolik
postuptt véetné srazeni vychlazenym methanolem (4.3.4) nebo degradace proteinu
proteasou (4.2.3). Jako nejlepsi feSeni se ukazalo prevareni vzorku s naslednou
centrifugaci, coz zajistilo inaktivaci enzymu BTH a zéaroveni dostateCné odstranéni

albuminu jeho vysrazenim.

Vyvinutou LC-MS metodou pro kvantifikaci nativnich oligosacharidi s optimalizovanou
metodou BTH degradace bylo charakterizovano né¢kolik lauroyl-modifikovanych
derivatl s riznym DS. U zkoumanych derivati byla zmétena kinetika tvorby jednotlivych
oligosacharidi, z téchto zavislosti byla nasledné odectena maxima a jejich hodnoty byly
vyneseny do zavislosti proti DS daného derivatu (Obr. 13). Z téchto zavislosti je patmé,
Ze namérené mnozstvi zejmeéna vyssich oligosacharidi velmi dobfe koreluje s hodnotami
DS, kdy se zvySujicim se DS linearné klesa mnozstvi detekovanych oligosacharidi.
Vysledky reflektuji fakt, Ze u méné substituovanych derivati jsou ptitomny delsi Casti

fetézce, které nenesou zadny substituent.
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Obr. 13 Zavislost mnozstvi detekovanych nativnich oligesacharidi na hodnotach DS u

lauroyl modifikovanych derivati HA.

Jak bylo zminéno v predchazejicich odstavcich, homogenita substituenti podél lauroyl
modifikovaného derivatu pravdépodobné souvisi se schopnosti derivatu sorbovat vodu.

Pro ovéfeni této hypotézy a ovéfeni aplikovatelnosti vyvinuté metody byla namérena
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mnozstvi oligosacharidi pifi BTH degradaci posuzovana v souvislosti s kritickym
parametrem funkc¢nosti finalniho vyrobku — bobtnavosti filmu. Bylo vytipovano pét Sarzi
derivatt, u kterych byl v minulosti naméten piimy vztah mezi hodnotami DS a hodnotami
bobtnavosti [159]. Derivaty byly charakterizovany vyvinutou metodou BTH degradace a
zarovern byla u téchto derivata otestovana jeji opakovatelnost. Ze ziskané casové kiivky
byla pro jednotlivé oligosacharidy odeCtena maxima, ktera pak byla sectena. Tento

parametr Y. 1V20 wt .. byl vynesen proti hodnotam DS a bobtnavosti (Obr. 14).
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Obr. 14 Ukazka opakovatelnosti degradace péti riznych Sarzi lauroyl modifikovanych
derivati HA (v Sesti opakovanich), u kterych byla pozorovana linearni zavislost mezi DS a
bobtnavosti pfipraveného filmu a zaroven linearni zavislost mezi sumami maxim mnozstvi

oligosacharidit AN 4-20 pii BTH degradaci a hodnotami A) DS a B) bobtnavosti filmu.

BTH degradace provedena v Sesti opakovanich ukéazala, ze uvedeny postup neni dokonale
opakovatelny. Absolutni mnozstvi detekovanych oligosacharidii charakterizovanych
parametrem Y V20, Whay s€ u jednotlivych experiment ligilo, aviak data pro jednotlivé
derivaty spolu korelovala vzdy stejn€. Testovani neznamych derivati nemohlo byt tedy
zalozeno na jejich samotné degradaci a kvantifikaci oligosacharidi, které by ukazovalo

na standardni ¢i nestandardni chovani derivatu, resp. distribuci substituenti. Testovaci
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metoda pro neznamé derivaty byla upravena tak, aby se vzdy porovnavala enzymaticka
degradace neznamého derivatu spolu s enzymatickou degradaci znamého standardniho

derivatu.

Testovani dalSich Sarzi derivatu nové zavedenou metodou odhalilo, Ze parametr
AN  Wihax souvisi s kliGovym parametrem bobtnavosti mnohem vice nez DS (viz
srovnani Obr. 15A a C). Zatimco moznost predikce DS na zakladé tohoto parametru je
omezena (Obr. 15B), souvislost s bobtnavosti je zfejma (Obr. 15C). Derivaty, které mély
vyS$Si bobtnavost, nez by odpovidalo jejich DS, meély vyS§i hodnotu parametru
ANZD  Wihax tzn). Ze tyto derivaty mély méné rovnomémou distribuci modifikaci neZ tzv.

standardni derivaty, u kterych DS odpovida bobtnavosti.
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Obr. 15 Ukazka aplikace vyvinuté metody pro predikci vlastnosti derivatu.

Navrzenym postupem bylo mozné predikovat, jakd bude bobtnavost findlniho filmu
mnohem lépe nez pomoci DS (Tab. VII). Touto predikci bylo vzdy dosazeno lepSich
vysledki nez v ptipadé predikce na zakladé DS. Pro predikci bylo vedle

ANZD  Wihax ZvaZzovano vyuziti i jinych parametrd, jako sumy maxim pouze nékterych
oligosacharidii, sumy oligosacharidi v riznych Casech nebo predikce z celého souboru

AN2D Wi ax viak daval konzistentn& lepsi nebo

dat s vyuzitim PLS analyzy. Parametr
stejné hodnoty predikce bobtnavosti nez jiné zkoumané parametry. Vyvinuta metoda je
nyni ve firmé Contipro a.s. rutinn€ vyuzivana ve vyrobnim procesu filmu z lauroyl-
modifikovaného HA, kdy pred vlastni vyrobou filma je vstupni derivat vedle hodnoty DS

charakterizovan uvedenou metodou. Metoda umoziiuje posoudit vstupni surovinu
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(derivat HA), zda je vhodny k pifipravé filmd, a odhadnout, jaka bude pfiblizné
bobtnavost vysledného filmu.
Tab. VII Ukazka aplikace vyvinuté metody méreni oligosacharidd AN pro predikci

bobtnavosti filmi pripravenych ze zkoumanych derivati. Bobtnavosti filmu byly naméfeny

pracovniky firmy Contipro a.s. podle [159].

. bobtnavost filmu, % chyba chyba predikce
oznacent DS, % o . predikce dle predikce dle gle
derivatu naméiena predikce dle DS < n20 . DS AN20 i

i=AN4 "Ymax. i=AN4 "Ymax.

V16-130617A 14,97 804 1382 864 72 % 8 %
V16-130617B 13,28 1011 1536 930 52 % -8 %
V16-230417A 17,90 690 1115 753 62 % 9 %
V16-250417A 16,37 1653 1255 1652 -24 % 0 %
V16-160417A 15,77 1875 1309 1473 -30 % 21 %
V16-100517A 15,31 758 1351 974 78 % 28 %

52 LC-MS analyza  BC-hyaluronanu, oleyl-modifikovaného
hyaluronanu a doxorubicinu v biologickych vzorcich

Podstatna cast kapitol 5.2 a 5.3 byla publikovana v rdmci prvoautorské publikace ,, LC—
MS/MS study of in vivo fate of hyaluronan polymeric micelles carrying doxorubicin “ [1].

5.2.1 Princip metody

Hlavnim problémem pii kvantifikaci polymernich latek v komplexnich biologickych
vzorcich je kromé velkého mnozstvi potencialn€ interferujicich latek (GAG, proteind,
lipidi aj.) zejména vysoka My a polydisperzni povaha analytd. Mezi pozadovanymi
vlastnostmi kvantifikaéni metody pro nativni a chemicky modifikovany HA byl kladen
diraz na to, aby bylo dosazeno co nejnizsi meze detekce. Z tohoto divodu byla zvolena
instrumentace LC-MS s MS detektorem vyuzivajicim trojity kvadrupol. Pro snizeni M
a polydisperzity HA a dosazeni optimalni ionizace byly vzorky pfed vlastnim mérenim
enzymaticky depolymerizovany enzymem SpHyl (Obr. 16). Produkty depolymerizace
3C-HA a HA-C18:1 byly modifikované a nemodifikované disacharidy, které byly
nasledné podrobeny chromatografické separaci na reverznich fazich a detekovany

pomoci trojitého kvadrupolu.
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Obr. 16 Enzymaticka degradace A) HA-C18:1 a B) 1*C-HA hyaluronidasou ze Streptococcus
pneumoniae (SpHyl). Hlavnimi produkty depolymerizace jsou nenasycené¢ modifikované

(AAN2-C18:1) a nenasycené nemodifikované disacharidy (LAN2, *C-,AN2)

5.2.2 Optimalizace pripravy vzorku

Jednim z omezeni pfi analyze biologickych materiali byva malé mnozstvi vzorku, které
je pro potieby analytického stanoveni dostupné. Z tohoto divodu byl postup pfipravy
vzorku optimalizovan tak, aby bylo mozné jednim zpracovanim 100 ul vzorku stanovit,
jak polarni analyty (nativni a modifikovany HA), tak nepolarni latky (lé¢iva — DOX,
DOXol). Pii vybéru vhodného extra¢niho postupu se brala v ivahu jeho opakovatelnost
a intenzita signalu jednotlivych analytd ve spikovanych vzorcich. Navrzena pfiprava
vzorku pro kvantifikaci *C-HA, HA-C18:1 a DOX, DOXaol se sestavala ze tii kroki:
degradace proteini, depolymerizace HA a extrakce nepolarnich latek. Poradi
jednotlivych kroka muselo byt optimalizovano (Obr. 17). Degradace proteint je klicovym
krokem pii analyze '’C-HA a HA-CI18:1, jelikoz zejména HA-C18:1 s nimi silné&
interaguje [38]. Nejvyssi signaly HA-C18:1 a DOX, DOXol vykazoval postup, kdy
nejprve byla provedena extrakce nepolarnich latek, poté degradace proteini a nakonec
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depolymerizace *C-HA (HA-C18:1). Tento postup stejn& jako postupy, kdy byl krok
degradace proteini vynechan, nevykazoval pii stanoveni HA-C18:1 dobrou
opakovatelnost. Proto bylo vybrano potradi, kdy jsou nejprve protedzou nesStépeny
proteiny, poté je degradovan HA ('*C-HA, HA-C18:1) a nakonec jsou extrahovany
nepolarni latky. Vyhodou tohoto postupu byla dobrd opakovatelnost pfi stanoveni
13C-HA, HA-C18:1 i DOX, DOXol. Nevyhodou byla skute¢nost, Ze v prvnim kroku pfi
Sté€peni proteind byl DOX, jako termolabilni latka, z 30 % degradovan. Kromé snizeného
signalu DOX nem¢lo vSak zarazeni tohoto kroku vliv na stanoveni DOX. Kalibracni
roztoky totiz byly pfipravovany ve stejné matrici a zpracovany stejnym zpusobem jako

analyzované vzorky.

Slozeni extrakéniho ¢inidla bylo optimalizovano tak, aby vytéznost pro DOX byla co
nejvyssi. Byla vybrana smés organickych rozpoustédel (CHCl3:MeOH (4:1, v/v)). Pridani
s vodou nemisitelného organického rozpoustédla umoznilo rozde€leni vzorku na dvé faze.
Chloroformové faze byla pouzita k analyze nepolarnich latek (DOX, DOXol), zatimco
vodna faze byla pouzita pro stanoveni polarnich analyt (‘*C-HA, HA-C18:1). Piidavek
nepolarniho rozpoustédla dale zajistil, ze doSlo k naruSeni nepolarnich interakci

hydrofobnich casti proteini a HA-C18:1.
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Obr. 17 Optimalizace pripravy vzorku pro analyzu DOX a HA-C18:1. (A) Vybér extrakcniho
¢inidla pro extrakci DOX z plasmy (50 ul vzorku (50 ng m1™") + 900 pl extrakéniho ¢inidla). (B)
Optimalizace posloupnosti jednotlivych kroku pfipravy vzorku plasmy (D — enzymaticka

degradace HA, E — extrakce DOX, P — §tépeni proteinu proteasou).

Pfi depolymerizaci HA-C18:1 sDS 10 % enzymem SpHyl dochazi ktvorbé
modifikovanych a nemodifikovanych disacharidd HA v poméru 1:9 (Obr. 16). Ackoliv
nemodifikovanych disacharidi je na konci depolymerizace 9krat vic nez disacharidu

modifikovanych, bylo pro kvantifikaci HA-C18:1 zvolena LC-MS analyza AAN2-C18:1.
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Analyza AAN2-C18:1 je citlivéj§i a neni zatizena interferencemi, jako analyza AAN2.
Vzhledem k tomu, ze HA je nativné pfitomen ve vSech zivoci$nych tkanich, stanoveni
exogenni AAN2 je ovliviiovano endogennim HA. AAN2-C18:1 se v organismu
nevyskytuje a LC-MS analyza tohoto fragmentu HA-C18:1 je tak specifitéj§i nez
analyza AAN2. Ze stejného divodu je vyhodné pro LC-MS stanoveni exogenniho HA

vyuzit 13C-znageni.

5.2.3 Chromatograficka separace doxorubicinu, doxorubicinolu, nenasyceného
disacharidu hyaluronanu, nenasyceného disacharidu oleyl-modifikovaného

hyaluronanu

LC-MS kvantifikace DOX, DOXol, '*C-HA a HA-C18:1 v biologickych vzorcich byla
provedena pomoci metody vnitiniho standardu. Pro DOX a DOXol byl jako vnitini
standard vybran Daunorubicin (DAU), pro AAN2 nasyceny disacharid HA (AN2) a pro
AAN2-C18:1 palmitoyl-modifikovany disacharid (+\AN2-C16). Separace byly provedeny
pomoci RPLC. DOX, DOXol a DAU byly separovany na koloné Cs (Obr. 18), separace
nemodifikovanych disacharidi probéhla na koloné Ci2 (Obr. 19) a modifikované

disacharidy byly separovany na koloné C4 (Obr. 20).

N Doxorubicinol

450 | 480 500 | 520 5.40 560 580 | 600 | 620 640 | 660

Doxorubicin

intenzita

460 | 480 500 | 520 5.40 5.60 580 | 600 620 640 | 660

Daunorubicin

450 | 480 500 | 520 | 540 550 580 | 600 | 620 640 | 660
&as, min

Obr. 18 Chromatograficka separace DOX, DOXol a DAU pomoci gradientové eluce (0,1%
kys. mravenci, acetonitril) na koloné Acquity BEH Cis (2,1x50 mm) (Waters, Wilmslow,
Velka Britanie).
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Obr. 19 Chromatograficka separace AN2 a \AAN2 pomoci gradientové eluce (0,1% Kys.

mravenci, methanol) na koloné Jupiter Proteo 90A Ci» (4,6x250 mm) (Phenomenex,

Torrance, USA).

1004

AHA2-C18:1

0— o el : -
500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760  7.80 800

intenzita

500 | 520 540 = 560 @ 580 600 620 640 660 680 700  7.20 | 740 | 760 780  8.00

&as, min

Obr. 20 Chromatograficka separace AAN2-C18:1 a \AN2-C16 pomoci gradientové eluce
(0,1% kys. mravenci, acetonitril) na koloné Acquity BEH C; (2,1x150 mm) (Waters,
Wilmslow, Velka Britanie).

Rozdvojeni piki u nativnich a modifikovanych disacharidi a GIcNAc je dano pfitomnosti
redukujiciho konce, kdy u téchto analyti existuji dvé populace molekul ve dvou
konformacich, v oteviené nebo uzaviené konformaci. Dal§i rozdvojeni piki u

modifikovanych oligosacharidii je dano tim, Zze chemickd modifikace oleylem a
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palmitoylem neni uniformni a nevyskytuje se tedy pouze na jedné konkrétni ze Ctyt

hydroxylovych skupin.

5.2.4 Validace LC-MS metody

Vyvinuta metoda stanoveni DOX, DOXol, 3C-HA a HA-C18:1 méla byt vyuzitelna pro
analyzu vSech mysSich tkani, avSak validace metody je ¢asové narocny proces. Z tohoto
divodu bylo nejprve ovéfeno, jak je vysledek stanoveni zavisly na matrici a fedéni
vzorku. Bylo pfipraveno nékolik kalibracnich fad v riiznych typech mysich tkani (jatra,
slezina, ledviny, mozek a srdce) (Obr. 21) a pfi rdzném mnozstvi homogenatu (30, 50,

200 a 300 mg ml™") (
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Tab. VIII). Naméfené kalibracni ptfimky se shodovaly, typ mysi tkané a koncentrace
homogenatu nemeély vyrazny vliv na analytické stanoveni. Pfipadny vliv matrice byl
navic vzdy kompenzovan tim, ze pii kvantifikaci DOX, DOXol, '*C-HA a HA-C18:1

byly kalibracni roztoky pfipraveny ve stejné matrici, ktera pfisluSela zkoumanym

vzorkum.
A B
S 045 3 1.2 :
& o4 CIARA s © o JATRA :
%q 0 :;5 SLEZINA 9 g 1 & MOZEK
= i = PLICE
Q 03  SRDCE 3 08
< 025 » MOZEK _ 2
£ 0,6
3 02 ¥ H i
2 0,15 : % 0,4
= e £
3 01 8 S
s g 0,2
3 005 4%
E X L i
S o 0 e
0 1000 2000 3000 4000 5000 0O 20 40 40 8 100
c (HA-C18:1), ng ml*! c (DOX), ng ml!

Obr. 21 Ovéreni LC-MS metody — stanoveni v riznych organech.
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Tab. VIII Ovéreni LC-MS metody — stanoveni HA-C18:1 v riiznych organech, pri

rozdilném mnozstvi homogenatu provedena riznymi analytiky.

mnozstvi vzorku v homogenitu,

tkan mg ml! smérnice asek R?

I jatra I 30 I 7,85E-05 I -0,006 I 0,9970 I
slezina 50 7,86E-05 -0,009 0,9940
ledviny 50 7,73E-05 -0,002 0,9970

srdce 50 8,15E-05 -0,006 0,9970
mozek 50 7,57E-05 -0,005 0,9980
plice 200 7,53E-05 -0,00037 0,9981
mozek 300 7,36E-05 -0,00140 0,9977

Validace analytické metody pro stanoveni DOX, DOXol, *C-HA a HA-C18:1 tak byla
provedena pouze v jedné matrici, kterou byl homogenat jater dle doporuceni FDA [150].
Zakladni validacni parametry jako spodni limit kvantifikace (LLOQ), preciznost a
pravdivost byly stanoveny analyzou vzorkii homogenatu jater s pifidavkem DOX, DOXol,
3C-HA a HA-C18:1 (Tab. IX). LLOQ pro DOX a DOXol byl na tirovni kolem 5 ng ml~
!, vptipadé '>C-HA 50ngml! a HA-C18:1 100 ng ml™" Linearita byla ovéfena
v rozmezi koncentraci HA-C18:1 a *C-HA 50-15000 ng ml~! v pfipadé DOX, DOXol

v rozmezi 5-1000 ng m1~.

Tab. IX Validaéni charakteristiky LC-MS stanoveni DOX, DOXol, HA C18:1 a BC-HA.
LLOQ znaci spodni limit kvantifikace, QC1-QC3 znadi tfi razné koncentracni hladiny vzorku

plasmy se znamym mnoZstvim analytu

LLOQ QC1 QC2 QC3

koncentrace, ng ml™! 5 10 100 500

analyt DOXol DOX DOXol DOX DOXol DOX DOXol DOX
pramér + SD (n=6) 494+£0,07 5,01+£0,07 10,77+0,71 9,83+0,48 91,3+2,1 958+1,9 5053+13,6 471,0+26,4
preciznost 1,5% 1,3% 6,5% 4,9% 2,3% 2,0% 2,7% 5,6%
pravdivost 98,8% 100,3% 107,7% 98,3% 91,3% 95,8% 101,1% 94,2%
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LLOQ Qc1 QC2 QC3

Koncentrace, ng ml! 0,10 0,05 025 0,10 1.0 10,7
analyt HA-CI$:1  “C-HA  HA-CI8:1 BC-HA  HA-CIS: BCHA  HA-CIS: 3C-HA
primér£SD (n=6) 0,100,010 005001 024+003 011+001 109£004 102+0,14 114008 11,05+051
preciznost 14,70% 11,90% 13,60% 4,96% 3,70% 13,72% 7.20% 4,59%
pravdivost 98,2% 102,0% 95.,6% 107.3% 107,0% 102,0% 107,0% 103,30%

Stabilita DOX a DOXol v biologickych vzorcich je v literatute dobie popsana [161,162].
Publikovana data uvadi, ze DOX a DOXol jsou pii skladovani v -80°C stabilni po dobu
nékolika mésicl, coz vyhovuje potfebam planované aplikace dané metody. Stabilita
nebyla v ramci validace metody ovéfovana. Pro stanoveni stability *C-HA HA-C18:1
byly vzorky plasmy a homogenatu jater (100 mg ml™) s koncentraci 1,05; 10,5 a
1050 ng ml~! uskladnény pfi -80°C a po tiech tydnech analyzovany. Vytéznost HA-C18:1
ve vzorcich plasmy byla (103,5 %; 100,0 % a 92,8 %) pro '*C-HA pak (100,0 %;
107,0 %; 102,8 %). Podobnych vysledkt bylo dosazeno u vzorkd homogenatu jater, kde
vytéznost pro HA-C18:1 byla 99,8 %; 85,0 % a 86,5 % a pro 13C-HA 99,3 %: 97,3 %;
103,9 %. Rozdil mezi koncentraci v Cerstvé pfipraveném a v tii tydny skladovaném
vzorku nebyl vy$si nez £15% nominalni koncentrace HA-C18 a 1*C-HA. HA-C18 a 13C-
HA v plasmé a homogenatu jater tak 1ze povazovat pfi tfitydennim skladovani v -80°C za

dostate¢né stabilni.

Robustnost metody byla testovana na sedmi parametrech (mnozstvi proteasy, mnozstvi
hyaluronidasy, cas degradace HA, mnozstvi extrakcniho Cinidla, ¢as extrakce, pH a DS
derivatu pouzitého ke kalibraci pfi stanoveni HA-C18:1) s vyuzitim Youdenova testu
[151] (Tab. X). Metoda byla vysoce robustni pro stanoveni témér vSech analytd viaci
témer vSem testovanym parametrum (Obr. 22). Kritickym parametrem se ukazal byt DS
derivatu pouzitého ke kalibraci a stanoveni koncentrace HA-C18:1. Pti kvantifikaci HA-
C18:1 je tieba v kalibraci vyuzit nejlépe stejnou Sarzi derivatu HA, ktery byl zvifatim

(burikam) aplikovan.
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Tab. X Faktorialni design analytickych parametra pii stanoveni robustnosti analytické

metody Youdenovym testem.

Cislo experimentu

Faktory 1 2 3 4 5 6 7 8
(A) mnozstvi proteasy 45l 45 nl 45l 45 nl 35ul 35 ul 35 35 ul
(B) mnoZzstvi hyaluronidasy 2,2 ul 2,2 ul 1,8 ul 1,8 ul 2,2 ul 2,2 ul 1,8 ul 1,8 ul
(C) Cas degradace HA 35min  25min  35min 25 min 35min 25 min 35 min 25 min
(D) mnozstvi extrak¢éniho Cinidla 925l 925 875l 875l 875l 875l 925l 925l
(E) Cas extrakce 22min 1,8min 22min 1,8min 1,8min 2,2min 1,8min 2,2 min
(F) pH 8,2 7,6 7,6 8,2 8,2 7,6 7,6 8,2
(G) DS derivatu 120% 8,0% 8,0 % 120% 8,0 % 120% 120% 8%
DOX X3 X3 X 23 *
A BCF |D E G
DOXol . ¢ o 0 ¢ . .
G {F DB CE A
13C-AAN2 > e .
A (D|B EC G
AAN2-C18:1 . e o0 .
GI-FBCEDA
AAN2 W e we
-10 08 06 -04 02 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Obr. 22 Vyhodnoceni robustnosti metody. Jednotlivé body reprezentuji testované parametry

analytické metody a teckované ¢ary vyznacuji intervaly spolehlivosti (a=5%)

Vyvinuta metoda analyzy LC-MS umoziiuje kvantifikovat pifi jednom zpracovani velmi

malého objemu vzorku (100 ul) hydrofobni 1é¢iva a nativni nebo chemicky modifikovany

HA. Metoda byla validovana pro stanoveni DOX, DOXol, '*C-HA a HA-C18:1,

principialné 1ze v§ak metodu pouzit pro analyzu jinych hydrofobnich l1é€iv, nezna¢eného

HA ¢i jinak modifikované HA. Pomoci stanoveni koncentrace derivatu HA, tvoticiho

polymerni nosi¢, a hydrofobniho 1éCiva, ktery je na nosi¢ navazan, lze nejen stanovit

ucinnost nosice, ale 1ze sledovat stabilitu nosice v organizmu a jeho eliminaci.

64



5.3 Studium polymernich micel z oleyl-modifikovaného hyaluronanu
nesouci cytostatikum doxorubicin po intravenézni aplikaci

Vyvinuta LC-MS metoda kvantifikace DOX a HA-C18:1 byla pouzita pro studium
polymerniho nosic¢e tvoreného HA-C18:1 a nesouciho cytostatikum DOX. Analyza
raznych tkani umoznila pfimo sledovat koncentraci DOX a HA-C18:1 a pomohla objasnit
osud nosice v organizmu po intravenozni aplikaci. Farmakokinetika, u¢innost a stabilita
nosi¢e byla studovana na mySich s prsnim nadorem. Studie zahrnovala celkem 132
pokusnych zvifat, které byly nahodné rozdéleny do Ctyt skupin (A, B, C, D) a byl jim
intravenozné aplikovan DOX (3,5 mg kg™') ve &tyfech rliznych formach. MySim ze
skupiny A byl injektovan roztok volného DOX v PBS. Skupiné B byl nejprve aplikovan
roztok prazdnych micel HA-C18:1 v davce 50 mg kg™ ! a po 10 minutach roztok volného
DOX v PBS. Mys$im ze skupiny C byl aplikovéan roztok polymernich micel HA-C18:1
nesoucich DOX. Skupin& D byl nejprve podan roztok HMW 3C-HA a po 10 minutach

stejny roztok polymernich micel jako u skupiny C.

Studie byla navrzena tak, aby byl posouzen pozitivni vliv polymerniho nosice na stabilitu
DOX a jeho cilenou distribuci do nadorové tkan€. Ve snaze maximalizovat cilenou
distribuci DOX byl skuping D aplikovan HMW 'C-HA, ktery by mél saturovat
metabolismus HA v jaternich endotelialnich buiikach [163] a zpomalit tak rychlost
eliminace HA-C18:1 z organizmu. Dal§im cilem této farmakokinetické studie bylo ovéfit

biodegradabilitu a stanovit rychlost eliminace HA-C18:1.

5.3.1.1 Charakterizace polymerni micely z oleyl-modifikovaného hyaluronanu

nesouci cytostatikum doxorubicin

Prsni nador typu 4T1 vykazuje vysokou miru exprese HA receptoru CD44 [164]. Z tohoto
divodu byl pracovniky zfirmy Contipro a.s. navrzen polymerni nosi¢
z hydrofobizovaného HA, ktery by se mél vazat na receptor CD44, ¢imz by meélo byt
dosazeno vyssi akumulace DOX v nadoru a ucinngjsi 1écby. Pro potieby testu ucinnosti
in vivo a studia farmakokinetiky byly polymerni micely nesouci DOX pfipraveny
metodou odpafeni rozpoustédla. DOX rozpustény v rozpoustédle nemisitelném s vodou
a HA-C18:1 rozpustény ve vodé vytvorily emulzi. Po odpafeni rozpoustédla vznikly
polymerni micely, které ve svych hydrofobnich doménach mély nekovalentné navazany

DOX. Mnozstvi navazaného DOX v HA-C18:1 micelach bylo stanoveno pomoci
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vyvinuté LC-MS metody. Rozpusténim micel v propan-2-olu byla naruSena jejich
struktura, uvolnil se z nich DOX, jehoz koncentrace v roztoku byla stanovena. Mnozstvi

navazaného DOX v micelach bylo 7,0 % (w/w).

Velikost ziskanych micel byla charakterizovana pomoci dynamického rozptylu svétla.
Velikost polymernich micel s nekovalentné navazanym DOX je pfiblizné dvakrat mensi
(35 nm) nez prazdné micely z HA-C18:1 (79 nm) (Obr. 23). Negativni hodnoty zeta
potencialu polymernich micel zméfené ve vodném roztoku ukazuji, ze povrch micel nese

negativni naboj, coz je zpusobeno pritomnosti karboxylovych skupin ve struktuie HA.

>
w

10 10

8 8
53 53
G 6 g 6
] =
5 4 5 4
.-E- 2 -.é 2

o 0

01 1 10 100 1000 10000 0,1 1 10 100 1000 10000
hydrodynamicky promér, nm hydrodynamicky promér, nm

vzorek hydrodynamicky primér, nm? PDI* zeta potencidl, mV
satmotny HA-C18:1 79 0,3 -22
micela HA-C18:1 s DOX 35 a 465° 0,3 -23

Obr. 23 Distribuce hydrodynamického pruméru (A) prazdnych micel a (B) micel nesoucich
DOX 7 % (w/w). Stanoveno pfi koncentraci micel 1 mg ml™ ® stanoveno pomoci dynamického
rozptylu svétla, ® Byly pozorovany dvé mnoziny &astic s riznou velikosti — mnoZina mensich
Castic reprezentuje micely s DOX, mnozZina vétsich ¢astic pak reprezentuje agregaty micel. * PDI

(polydispersity index) definovany jako (s.d./prumér)?.

5.3.1.2 Farmakokinetika Doxorubicinu

Pomoci vyvinuté LC-MS byla kvantifikovana koncentrace cytostatika v plasmé a tkanich
po iv. aplikaci DOX ve Ctyfech riznych formach (A-D). Vysledné farmakokinetické
profily v plasmé a tkanich jsou uvedeny na Obr. 24A a Obr. 25. Ztéchto
farmakokinetickych kiivek byly vyhodnoceny zakladni farmakokinetické parametry
uvedené v Tab. XI a Tab. XIIL
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Obr. 24 Farmakokinetické profily (A) DOX, (B) HA-C18:1 a 13C-HA v plasmé&. Skupina A —
DOX hydrochlorid rozpustény v PBS; Skupina B — DOX hydrochlorid rozpustény v PBS

aplikovany 10 min po i.v. aplikace prazdnych micel HA-C18:1; Skupina C — DOX navazany v

micelach HA C18:1 a Skupina D - stejna davka jako u Skupina C aplikovana 10 min po i.v.

aplikaci *C-znac¢ené HMW HA.. Plné Gary reprezentuji koncentraci HA-C18:1 a DOX, te¢kované

ary reprezentuji koncentraci C-HA.

Tab. XI Zakladni farmakokinetické parametry DOX v plasmé po i.v. aplikaci DOX v davce

3,5 mg kg! ve &tyfech riiznych formach (Skupina A-D).

Skupina A Skupina B Skupina C Skupina D
emax, ng ml™! 159 + 58 239 £ 60 759 £ 54 1034 £ 353
Kinitiat, h™' 52+1,7 55+1,1 6,2+24 6,5+09
co, ng ml™! 208 + 96 339 £ 97 1010 £ 691 1637 + 96
172 initial, h 7,9+3,9 7,5+2,0 6,7+4,2 6,4+£0,8
t1/2 terminal, h 28,1+ 1,1 343+3,6 26,0 £ 6,3 26,2+5,7
AUC, ng h ml! 830 790 1340 1110
CL, ml h™/100 g 412 437 260 266
Va, ml/100 g 2770 + 1120 1330+ 150 413 +£41 313 £105

Koncentrace DOX v plasmé a tkanich klesala velmi rychle nezavisle na tom, v jaké forme

byl DOX do téla mysi aplikovan. Nejvyssi koncentrace DOX v plasmé byla pozorovana

u skupiny C a D, kterym byl aplikovan DOX ve formé& micel. Hlavni rozdil byl patrny

béhem prvnich deseti (Skupina C) a dvaceti minut (Skupina D) od podani, kde byly
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vyhodnocené plochy pod kiivkou (AUC) 1,6x (Skupina C) a 1,3x (Skupina D) vétsi ve
srovnani se skupinou, které byl aplikovan volny DOX v roztoku PBS (Skupina A). Kromé
zvySené koncentrace v plasmé méla aplikace DOX ve formé polymernich micel za
nasledek pomalejsi eliminaci DOX z krevniho fecisté a vy$si koncentraci ve sledovanych
tkanich a nadoru. Ve srovnani se skupinou B, které byl injektovan volny DOX a prazdné
micely HA-C18:1, vykazovaly skupiny s DOX navazanym do polymernich micel rovnéz
nizs§i hodnoty Clearance (CI), tedy niz§i rychlost eliminace DOX z plasmy. Tyto vysledky
jednoznacné ukazuji pozitivni vliv polymerni micely z HA-C18:1 na stabilitu
hydrofobniho 1é¢iva, podobné jak bylo pozorovano u jinych nanomaterialovych nosict
[165,166].

Tab. XII Poméry (h ml™") mezi AUCo.72n a aplikovanou diavkou DOX aplikovaného ve
¢tyrech riznych formach (Skupina A-D).

tkan Skupina A Skupina B Skupina C Skupina D
plasma 0,01 0,01 0,02 0,02
jatra 1,18 1,57 2,53 1,95
ledviny 2,59 2,03 4,31 6,87
slezina 1,67 1,86 3,65 3,96
tumor 0,52 0,50 1,07 0,93

Nejvyssi koncentrace u vSech zpisobu aplikace DOX byla naméfena v ledvinach a
slezing, nejnizsi v nadorové tkani. Je zajimavé, ze distribuce DOX do nadorové tkané
nebyla podpoiena aplikaci HMW 3C-HA, kter4 saturovala metabolismus HA. Stejné tak
nebyl pozorovany statisticky vyznamny rozdil mezi tim, zda se poda samotny DOX nebo
DOX s prazdnymi micelami HA-C18:1 (Obr. 26). DOX je pravdépodobné eliminovan
jinym mechanismem nez HA a HA-C18:1 a saturace téchto metabolickych cest nemé na
rychlost eliminace DOX vliv. Souhrn zmétenych koncentraci DOX v plasmé a v tkanich

je uveden v Tab. XIV.
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Obr. 25 Koncentrace DOX v jatrech, ledvinach, sleziné a nadoru po i.v. aplikaci DOX ve

¢tyfech riiznych formach (Skupina A-D). V kazdé skupiné bylo 33 mysSi, 3 mysi na kazdy

¢asovy interval.
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Obr. 26 Akumulace DOX v nadorové tkani. Kazdy sloupec oznacuje pramémou hodnotu +

smérodatna odchylka (n=3 pro kazdou skupinu). “p<0,1, “p<0,05 vs. Skupina A a °p<0,1,

%p<0,05 vs. Skupina B ve stejném asovém intervalu.
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5.3.1.2.1 Metabolity doxorubicinu

Metabolizace DOX je v literatufe dobfe popsana [167]. Uvadi se, ze polovina zi.v.
aplikovaného mnozstvi je eliminovana v nezménéné forme, druhd polovina je
metabolizovana sérii n€kolika metabolickych procest az na sulfatované a glukurované
metabolity, které jsou vylou¢eny moci [168]. V jatrech nadorovych mysi, kterym byl
aplikovan volny DOX (Skupina A) nebo DOX navazany do micel (Skupina C) byly
detekovany Ctyfi metabolity DOX. V jatrech mysi ze skupiny C byl obsah metaboliti o
néco vyssi, 1 kdyz tento rozdil nebyl vzdy statisticky vyznamny. Z hlediska
toxikologickych vlastnosti méa smysl sledovat pouze koncentraci hlavniho redukovaného
metabolitu DOXol, ktery je jako jediny kardiotoxicky [168]. Na rozdil od DOX nebyly
zaznamenany zadné vyznamné rozdily v eliminacni kinetice a biodistribuci DOXol mezi
¢tyfmi skupinami mys$i (Obr. 27). Farmakokineticky profil DOXol je nezévisly na formé
podavani DOX a polymerni micela nemé na kardiotoxické ucinky 1écby pomoci DOX

vliv.
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Obr. 27 Koncentrace DOXol v plasmé, jatrech, ledvinach, slezin€ a nadoru po i.v. aplikaci

DOX ve ¢tyiech raznych formach (Skupina A-D). V kazdé skupiné bylo 33 mysi, 3 mysi na

kazdy casovy interval.
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5.3.1.3 Farmakokinetika oleyl-modifikovaného hyaluronanu

Charakteristika studovanych nosict 1€Civ v protinadorové 1écbé se vétSinou omezuje na
stanoveni farmakokinetiky neseného Ié¢iva a vlivu nanomaterialového nosice na
distribuci 1é¢iva do nadorové tkan€. Ojedin€lost prezentované studie spociva ve stanoveni
farmakokinetiky materialu, ktery tvofi vlastni nanomaterialovy nosi¢. Samotné stanoventi
farmakokinetiky DOX mnoho nefiké o stabilit€¢ a biokompatibilité studovaného nosice
z modifikovaného HA. Metabolismus chemicky modifikovaného HA je navic oblast,
ktera v literatufe neni témer vibec popsana a osud modifikovaného HA v organismu
zustava neobjasnén. Z téchto divodu byla vyvinuta metoda pfimé kvantifikace HA-C18:1
pomoci LC-MS. Pomoci ni byla stanovena koncentrace HA-C18:1 a '3C-HA v plasmé a
tkanich po i.v. aplikaci HA-C18:1 ve tfech riznych formach. Farmakokinetické profily
HA-C18:1 pro jednotlivé formy aplikace jsou uvedeny na Obr. 24B. Z téchto zavislosti
byly vyhodnoceny zakladni farmakokinetické parametry uvedené v Tab. XIII. Souhrn

zmeétenych koncentraci HA-C18:1 v plasmé a v tkanich je uveden v Tab. XV.

Tab. XIII Farmakokinetické parametry HA C18:1 a *C-HA v plasmé po i.v. aplikaci myS$im

s prsnim nadorem.

HA-C18:1 BC-HA

Skupina B Skupina C Skupina D Skupina D
Cmax, ug m1™! 894 £ 99 1367 + 239 1523 £ 227 436 £ 89
fmax, MiN 5 10 10 30
1172 terminal, h 11,0+ 1,1 88+04 12,0+ 1,1 -
AUC, pghml™! 5580 8470 12400 7970
Cl, ml h™'/100 g 0,88 0,62 0,42 0,30
Va,ml/100 g 5,64 £0,57 3,74 £ 0,61 3,36 £ 0,32 5,89+ 0,65

Nejvyssi koncentrace HA-C18:1 v plasmé byla stanovena po 5-10 min od podani,
kinetika eliminace byla pomérné pomala s poloCasem eliminace v fadu nékolika hodin
(Obr. 28). V plasmé a ve vSech sledovanych tkanich byl pozorovan rozdil mezi rychlosti
eliminace prazdnych micel a micel s navazanym DOX. Prazdné micely vykazovaly nizsi

koncentrace HA-C18:1 a kratSi Casy eliminace. Tento rozdil je pravdépodobné dan
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rozdilnou velikosti a stabilitou micel, kdy navédzani hydrofobniho DOX micelu

pravdépodobné stabilizuje, coz ma za nasledek 1 jeji vyssi kompaktnost.

Nejvyssi akumulace HA C18:1 v tkanich byla pozorovana 10 minut od podani v jatrech
11,5 ID(%)/g (procenta injektované davky na 1 gram tkan¢) a ledvinach 8,2 ID(%)/g,
nasledovanych slezinou 3,6 ID(%)/g (Obr. 29). Vysledky se lisi od distribuce
radioaktivity *Tc znaéenych HA derivati 2 hodiny po podani. Nejvyssi koncentrace
9mTe znadeného konjugatu HA s paclitaxelem (~200 kDa) byla pozorovana v jatrech a
slezing, a to 43,0 a 40,7 ID(%)/g), zatimco akumulace v ledvinach byla mala (1,9
ID(%)/g) [169]. Scintigrafické méfeni ukazovalo rychlou eliminaci konjugatu esteru
#mTc-HA s kyselinou maselnou (85 kDa, DS 6%) z krevniho ob&hu a vysokou akumulaci
v jatrech (15,8 ID(%)/g) a sleziné (11,7 ID(%)/g) [170]. Predpoklada se, ze lipofilni latky
budou distribuovany do jater a sleziny. S piihlédnutim k lipofilit€¢ navazanych
substituentl (oleat, paclitaxel, butyrat). HA-C18:1 je nejvice lipofilnim konjugatem HA
z vySe uvedenych. Navzdory této skutecnosti se v§ak HA-C18:1 akumuloval v ledvinach
misto ve slezin€. Pozorovani 1ze vysvétlit tim, ze hydrofobni oleat je lokalizovan v jadie
micely, agregované oleylové fetézce s obalem tvorenym z hydrofilniho HA pak mohou
byt v téle distribuovany podobné jako hydrofilni molekuly. Dal§Sim moznym vysvétlenim
rozporu pozorovanych vysledki s publikovanymi studiemi mize byt rizna molekulova
hmotnost derivati. Endothelialni bunky jater, které jsou povazovany za hlavni misto
metabolizace HA maji totiz vyssi afinitu k HA s vyssi My, [171]. Rozdil mize byt také
zpusoben jinou davkou nebo pouzitym zvifecim modelem, ptipadné patologickym
stavem pouzitych zvifat [172]. Souhrn zméfenych koncentraci 'C-HA v plasmé& a

v tkanich je uveden v Tab. XV.
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Obr. 28 Koncentrace HA-C18:1 v jatrech, ledvinach, sleziné a nadoru po i.v. aplikaci HA-
C18:1 ve tirech riznych formach. Skupina B — aplikace DOX v PBS 10 min nasledovana
aplikaci prazdnych micel HA-C18:1; Skupina C — polymerni micela HA-C18:1 nesouci DOX a
Skupina D - stejny roztok jako u skupiny C aplikovan 10 min po aplikaci HMW "*C-HA. Souvislé
ary reprezentuji HA-C18:1, teCkované ¢ary “C-HA.

Ve snaze zpomalit eliminaci HA-C18:1 a zvySit Gcinnost cilené distribuce DOX do
nadoru byl metabolismus HA saturovan davkou 50 mg kg™! HMW !3C-HA. Zvitata pak
vykazovala mirné vyssi hodnoty AUC a pomalejsi eliminaci HA-C18:1 z krevniho obéhu
(Tab. XIII). Saturace metabolismu HA také zptisobila zvySenou koncentraci HA-C18:1 v
ledvinach (Obr. 28). Podobné jako HA-C18: 1 vykazoval HMW 3C HA nejvyssi
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koncentraci v plasmeé. Akumulace v jatrech, ledvinach a slezin¢ byla 5,1; 5,2 a
1,7 ID(%)/g. Je zajimavé, z2 HMW '>C HA vykazoval o néco niz8i obsahy v jatrech a
sleziné nez HA-C18:1 (Obr. 29), a to navzdory skuteCnosti, ze afinita endotelialnich
bunék roste se zvysujici se My HA [171]. Stanovena kinetika eliminace HMW 3C-HA
byla v souladu s vysledky diivéjsich studiich, kde vysoké davky (0,1-25 mg kg™!) nativni
HA s My 280 kDa [8] a 825 kDa [9] saturovaly metabolismus HA a vykazovaly stejné
jako v této studii pomémé pomalou kinetiku eliminace. HA-C18:1 stejn¢ jako HMW
BC-HA byly kompletné eliminovany béhem 72 hodin, &imz byla potvrzena
odbouratelnost HA-C18:1 a schopnost organizmu odbourat relativné vysoké davky

nativniho 1 chemicky modifikovaného HA.
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Obr. 29 Organova distribuce HA-C18:1 a '*C-HA po iv. aplikaci polymernich micel
HA-C18:1 nesoucich DOX s piedchazejici aplikaci HMW 3C-HA (Skupina D). Kazdy
sloupec vyjadiuje primérmou hodnotu procenta injektované davky na 1 gram tkan¢ (ID(%)/g) £
smérodatna odchylka (n=3 pro kazdy ¢asovy interval) p<0,1, “p<0,05, “*p<0,001 HA-C18:1 vs.

BC-HA ve stejném Casovém intervalu.

5.3.1.4 Stabilita polymernich micel z oleyl-modifikovaného hyaluronanu nesouci

cytostatikum doxorubicin

Stanoveni DOX a HA-C18:1 ukazalo, ze tyto latky maji odliSnou kinetiku eliminace
z krevniho tecisté (Obr. 24) a jejich organova distribuce je rovnéz rozdilna (Obr. 30).
Mnozstvi DOX v polymernich micelach bylo 7,0 % (w/w), coz odpovida hmotnostnimu

poméru DOX/HA C18:1 0,075. Nicméné jiz S minut po podani se pomér DOX/HA C18:1
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snizil priblizn€ stokrat (Obr. 31). DOX je rychle eliminovan z krevniho feCisté s 12
~7 min arychle distribuovan do tkéni, oproti tomu eliminace HA-C18:1 a jeho distribuce
do tkani je mnohem pomalejsi. Rozdil v distribuci DOX a HA-C18:1 je evidentni pfi
srovnani pomért jejich koncentraci v tkani a plasmé (7/P), kde hodnoty 7/P pro DOX
jsou vice nez 1000krat vyssi nez 7/P pro HA-C18:1 (Obr. 30). Odlisna farmakokinetika
DOX a HA-C18:1 je patrna rovnéz pii porovnani hodnot distribu¢nich objema (Va), kdy
Va DOX dosahuje hodnot typickych pro malé hydrofobni molekuly a naopak hodnoty Vg
HA C18: 1 jsou nizké a blizké celkovému objemu plasmy v téle, coz je charakteristické
pro hydrofilni makromolekuly se silnou vazebnou afinitou k plasmatickym proteiniim

[173].
A

o

600 0.7
nador nador

= jdira 06 ™ Jatra
] " [ B ledvin
ledviny y

B slezina 0.5 | ® sezna

B

(=]

o
L

W
[&]
[&]
1
o
PN

C(Dox)ikdﬁ/c(Dox)plqsmq
)
o
o

c(HA-C18:1)yqn/c(HA-C18:1)105ma
o
[9%]

0.2
N 1 . ‘
0 0.0
0.5 8 48 0.5 8 48

cas, h cas, h
Obr. 30 Poméry mezi obsahem v tkani a plasmé DOX (A) a HA-C18:1 (B).

Stanoveni LC-MS je zalozena na analyze modifikovanych disacharidi, nelze tedy touto
metodou rozlisit volné fetézce HA-C18:1 a fetézce HA-C18: 1 vazané v micele. Uvedené
vysledky nicméné naznacuji Spatnou in vivo stabilitu nanomaterialového nosice na bazi

HA a rychlé uvoltiovani DOX z micel HA-C18:1 po i.v. podani.

Pro HA-C18:1 je udavana kritick4 agregaéni koncentrace 1-3 pg ml™!' [38]. Koncentrace
HA-C18:1 béhem prvnich nékolika hodin od podani byla vSak podstatné vyssi, za
rychlym uvolnénim DOX tak nestoji rozpad micel zplsobeny nizkou koncentraci
HA-C18:1 v roztoku. Mnohem pravdépodobnéji je rychlé uvolnéni DOX déano interakci
polymerni micely s pfitomnymi proteiny (Obr. 10). Interakce HA s albuminem je pii
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fyziologickych podminkach extrémné nizka, avSak afinita olejové kyseliny a derivatu
HA-C18:1 k albuminu je mnohem vyss§i [38,174]. Rozpad micely je tak zpasoben
interakci hydrofobnich fetézci HA-C18:1 s plasmatickymi proteiny.
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Obr. 31 Hmotnostni poméry mezi DOX a HA-C18:1 v plasmé po 5, 10 a 20ti min. Pomér
DOX/HA-C18:1 v ¢ase 0 min vyjadiuje hmotnostni zlomek DOX v pfipraveném nosici 0,7%.

5.3.1.5 In vivo degradace oleyl-modifikovaného hyaluronanu

In vivo degradace HA-C18:1 muize zahrnovat Stépeni esterové vazby nebo §tépeni
glykosidické vazby. Pro zjisténi, zda je esterova vazba oleylové skupiny rezistentni vici
enzymatickému nebo neenzymatickému Stépeni in vivo, byla stanovena koncentrace HA-
C18:1 v plasmé, jatrech, slezin€ a ledvinach pomoci kvantifikace nativnich (AAN2) nebo
modifikovanych (AAN2-C18:1) nenasycenych disacharidd. Endogenni HA je
v uvedenych tkanich a télnich tekutinach pfitomen pouze v nizkych koncentracich [175]
a odpovidajici signal AAN2 je v porovnani s vysokym signalem pochéazejicim od
exogenniho HA-C18:1 relativné nizky a muze byt zanedban. Neni-li pozorovan rozdil
mezi stanovenim AAN2 a AAN2-C18:1, znamena to, ze relativni zastoupeni
modifikované a nemodifikované casti fetézce HA ve vzorku se neméni a esterova vazba
v derivatu je stabilni. To naznacuji zméfend data (Obr. 32). Vysledky jsou v souladu

s predchozi in vitro studii [176].
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Obr. 32 Stabilita HA-C18:1 in vivo. Obsahy HA-C18:1 v plasmgé, jatrech, ledvinach a sleziné
byly urceny kvantifikaci oleyl-modifikovanych (AAN2-C18:1) a nativnich disacharidi
(AAN2).

Stabilita derivatu a jeho degradace s ohledem na My a DS derivatu byla nasledné
studovana pomoci kombinace technik SEC a LC-MS. Vzorky plasmy a jater byly nejprve
analyzovany na SEC kolon¢ na LC systému s frakénim kolektorem. Sesbirané frakce byly
nasledné analyzovany uvedenou LC-MS metodou stanovujici AAN2 a AAN2-C18:1.
Vysledky analyz jsou shrnuty v Obr. 33, kde je vynesena distribuce My HA-C18:1
ptitomného v aplikovaném roztoku polymernich micel. Do 48 hodin po podani nebyly v
plasmé pozorovany zadné vyznamné zmeény v My a v relativnim obsahu AAN2 a
AAN2-C18:1. Zcela odli§né chovani bylo pozorovéano v jatrech, kde byl HA-C18:1 jiz
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Castecné rozStépen po 30 minutdich od podéani. Pozorované fragmenty v jatrech
vykazovaly odli§ny pomér AAN2 a AAN2 C18:1 nez HA-C18:1 v aplikovaném roztoku.
Ve frakcich, jez byly eluovany diive (frakce c¢islo 10-13) bylo pozorovano nizsi
zastoupeni modifikovanych disacharidi, nez odpovida pivodnimu derivatu. Naopak u
frakci, jez jsou eluovany pozd¢ji (frakce Cislo 14-15) a odpovidaji fragmentim s nizsi My
bylo pozorovano vyssi zastoupeni modifikovanych disacharidii nez u vychoziho derivatu
(Obr. 33). Celkovy pomér mezi AAN2 a AAN2-C18:1 v nefrakcionovanych vzorcich
jater zustal nezménén (Obr. 32) a po 72 h klesla koncentrace obou casti AAN2,
AAN2-C18:1 pod mez kvantifikace. Tyto vysledky ukazuji, ze nativni i hydrofobizovany
HA jsou biologicky odbouratelné a nedochéazi k akumulaci modifikovanych fetézct
HA-C18:1 v organismu, pficemz jatra jsou dualezitym mistem pro metabolizaci

modifikovaného HA.
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Obr. 33 Distribuce My, HA-C18:1 v plasmé a jatrech po i.v. aplikaci HA-C18:1 micel
nesoucich DOX stanovena kvantifikaci modifikovanych (,bAN2-C18:1) a nativnich

disacharidi (LAN2). Carkované &ary reprezentuji distribuci My, v davkovaném roztoku.
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Tab. XIV Obsahy DOX v plasmé& (ng m1™) a tkanich (ug g™) po i.v. aplikaci DOX ¢&ty¥mi

ruznymi zpisoby (Skupina A-D).

plasma jatra ledviny slezina nador
Skupina A
5 min 158,6 + 58,1 9,17 £ 1,62 12,51+ 0,91 0,53 £ 0,01 0,37+0,14
10 min 67,8+8,8 9,69 + 2,88 11,01 £1,25 0,49 + 0,03 0,27 £ 0,04
15 min 39,5+3,3 12,01 £4,03 10,08 + 1,16 0,53+ 0,12 0,32+0,1
30 min 82,2+ 20,6 12,81 £5,73 15,46 + 0,69 1,64 £ 0,52 0,56 + 0,02
2h 41,6+ 33 7,33 £ 7,06 8,42 +0,32 0,9+ 0,45 0,68 £ 0,1
4h 32,5+£13 4,5+0,87 6,42 + 0,39 1,41+0,12 0,85+ 0,44
8h 242449 224+1,3 491+ 0,46 2,7+1,22 0,56 £ 0,13
24 h 88=+1,3 0,37 £ 0,05 2,3+0,15 1,49+ 0,92 0,47 £ 0,04
48 h 4,7+0,3 0,31 £ 0,03 1,12+ 0,06 1,73 £ 0,26 0,51+0,16
72 h 2,7+04 0,31+0,13 0,58 + 0,04 0,84 £ 0,16 0,41 +£0,21
Skupina B
5 min 238,9 + 60,4 5,91+£0,5 12,41 £ 1,25 0,58 £ 0,12 0,33 £ 0,07
10 min 114,7+ 41,4 6,29 + 0,24 11,72 + 0,87 0,6 £0,14 0,38 £ 0,28
15 min 56,9 + 10 6,71+£0,9 6,97 + 1,64 0,49+ 0,13 0,53 £ 0,38
30 min 87,2+25 8,5+3,03 11,83 £2,92 1,87 £ 0,56 0,92 £ 0,72
2h 447+£9.5 6,97 + 0,64 6,5+ 1,54 2,05+ 0,44 1,01 +£0,58
4h 27,9+6,3 4,07+£1,19 525+ 1,32 2,09 + 0,45 0,53+0,2
8h 16,3+28 2,68 £ 0,56 2,22 +£0,38 2,19+0,38 0,48 £0,15
24 h 9,1+0,8 1,66 + 0,77 2,05+0,16 22+04 0,52 £ 0,08
48 h 5,5+2,8 0,32+0,14 0,97 £ 0,19 1,38 £ 0,25 0,42 £0,23
72 h 33£1 0,24 +0,16 0,62 +£0,19 1,06 + 0,06 0,29 + 0,08
Skupina C
5 min 758,5+ 53,5 10,25£1,13 21,52+ 2,16 0,85+ 0,26 0,54 +0,18
10 min 256,3 + 39,1 10,61 £2,54 17,93 £ 3,76 0,77+ 0,2 0,44 £ 0,08
15 min 144,6 +£ 19,2 16,71 +£9,29 15,9+ 2,49 0,85+0,18 0,33 £ 0,07
30 min 166,5+ 19,1 14,88 £ 0,89 18,93 £ 1,53 3,12+ 0,6 1,51+0,16
2h 72,9+79 11,22 £0,23 13,26 + 0,99 3,67+0,27 1,91+0,12
4h 40,6 +7,2 6,82 + 1,04 9,72+ 0,78 3,17+ 0,56 1,51+£09
8h 324+125 4,9+0,72 7,15+ 0,07 4,9+0,12 1,17+ 0,38
24 h 151+23 2,01 +£0,04 435+0,19 4,12 + 0,83 0,99 £ 0,31
48 h 6,5+1,3 0,75+0,16 1,79 £ 0,18 2,86 £ 0,24 1,07+ 0,34
72 h 4+05 0,5+0,08 1,17+ 0,15 2,26 £ 0,25 0,46 £ 0,21
Skupina D
5 min 1034 +£353,3 17,96 £9,18 28,65 £ 0,63 1,72 +£ 1,28 1,02 +0,12
10 min 483,3 £ 145,7 23,89+1,1 25,4+ 2,67 1,6 £0,9 1,46 +£0,34
15 min 192,9 + 23,4 18,95+ 1,62 25,69 + 3,29 4,06 + 1,88 1,15+ 0,56
30 min 189,6 + 107,1 15,46 £ 6,87 19,16 + 6,14 2,54 + 1,65 0,85+£0,3
2h 62+ 19,8 7,54 £ 0,44 10,99 + 0,79 3,22+ 0,47 0,93 £ 0,46
4h 31,8+£3,2 4,57 £ 0,63 9,62 + 1,37 3,63+£0,54 0,97 £ 0,44
8h 22343 3,17+ 1,01 9,07+ 0,53 3,64+0,7 0,96 + 0,02
24 h 10,6 £ 3,8 1,9+0,3 5,5+1,45 3,54+0,7 0,79 £ 0,23
48 h 42+ 1,6 0,84 +0,32 4,31+0,93 3,19+ 0,87 0,72 £ 0,22
72 h 3+1,6 0,48 £ 0,21 1,78 £ 1,55 2,25+0,17 0,49 £ 0,05
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Tab. XV Obsah HA-C18:1 a '3C-HA v plasmé (ng ml™) a tkanich (ug g™) po i.v. aplikaci

HA-C18:1 ve tfech riznych formulacich (Skupina B-D).

plasma jatra ledviny slezina nador
Skupina B
5 min 894,4 £ 99 39,3+16,3 433+ 11 39+6,6 23,9+39
10 min 780,4+71,9 77,5+17,6 46,3+7,5 355+1,5 28,2+ 10,6
15 min 799,7 £ 86,1 56 +38,5 46,1 £ 8,1 37+8,1 18,6 £ 13,5
30 min 451,5+43 40,8+ 17,1 52,66 256+1,3 6,4+1,1
2h 463,6 £43,5 72,6 £9,5 488+ 11,9 27,753 11,1+£2,6
4h 262,6 +26,8 258+ 11,2 255+37 143+5.2 13,1+£2,6
8h 206,3 £51,8 24,4+222 20,2+ 4 9,61 13+£22
24 h 47,1+£16,5 6,1+£0,9 9+0,6 5,1+0,5 9,5+3,8
48 h 10,1+ 1,3 3+0,7 2,9+09 1,1+0,2 32+1,7
72 h 4,1+1,6 0,8+0,1 0,6 +0,5 0,3+0,2 0,9+0,2
Skupina C
5 min 13014 £131,6  53,7+33,7 67,3+5,1 29,1+6,8 20,8 +4,8
10 min 1366,7£239,1 102,2+2 72,7+£29 31,9+33 41,5+17,1
15 min 1115,9+2584 85,3+8,1 64+2,7 33,635 27,1+13,6
30 min 581,5+ 349 49,5+£46 57,5+38 27,5+4,7 7+6,1
2h 607,4 £31 62,7+38 545+ 14 28,9+5,5 18 +£3,5
4h 455,9+40,3 67,9+ 1,7 52,2+4.8 26,1 +23 16,8+ 8
8h 265,9+ 13,9 53,2+3 35,5+4,7 22,6 +2,1 158+ 1,6
24 h 106,8 £ 20,3 13,8+25 14,6 +34 9,7+2,3 19,8+5.2
48 h 11,3+1,5 2,7+0,5 2,5+04 1,5+0,2 43+27
72 h 2+24 1,1+£0,3 1+0,3 0,8+04 1,7+04
Skupina D
5 min 1429,7 £24,2 60,3 + 33,6 134 £ 54,7 13,8+0 5,1+£2,8
10 min 1523,3 £227,1 34,9+22 140,6 + 57,6 36,4+7,6 8,9+0,5
15 min 1338,9£295,9 48,6 12,5 99,9 + 27,7 32,4+12,8 8,3+£2,3
30 min 908,7 +271,9 68,7 + 46 109,6 + 57,2 34,5+123 12,6 £9,5
2h 894,3 £ 141,2 73,5+ 30,7 126 £ 29,8 42,4+13.2 17,4 £ 12
4h 675+33,5 40,1+20,8 84,8+329 31+ 14 228+22
8h 423.8+31,6 54,4+0,7 67,7+ 20,7 34,655 278+48
24 h 118,6 £ 18,2 154+1,5 23,9+ 18,5 53+1,7 19,9+ 11,4
48 h 31,4+6,5 3+£1,5 2,5+39 0,7+0 5,75
72 h 13+4.2 0,8+29 42+36 0,8+0,6 5,8+04
Skupina D - *C-HA
10 min 396,9 £ 35,8 224+12 223+29 0+3,8 10,1+£9,6
15 min 419,4 +£36,6 23,9+ 1,6 21,9+35 12,8+0 34+9
20 min 423,3+ 66,4 23,6+1,9 24+0,9 155+39 26,3+£2,5
30 min 436,2 +89,3 23,753 23,5+6 14,7+ 4 253+382
40 min 385,1 £ 63,1 23,6 +£4,6 241+43 143+4 25+8
1,2h 346,7 £ 36,9 20,2+3 20,7+ 0,9 10,6 £ 1,9 32,3+58
22h 320,9 + 18,6 16,4+22 19,1+25 13,6 +34 22,7+ 11,6
4,2h 300,1 + 31,1 13,9+22 17,8 +2,6 10,7+ 2,1 24,6 +4,7
82h 538,9+24 27,8+ 0,6 455+ 6,5 18,2+ 1,1 45,1+£13,2
24,2 h 60,3 + 47,8 39+£2,8 9,3+438 2,7+£22 67 £36,5
482 h 0,1+0,2 -0,1+0 1,8+0,3 0,3+0,1 144+143
72,2h 0,1+0,3 -0,2+0 03+0 0,1+0 17,9+ 0,3
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5.4 Studium farmakokinetiky nativniho hyaluronanu pomoci znaceni
stabilnimi isotopy

Podstatna cast této kapitoly tykajici se metod a studia intraven6zné podaného HA byla
publikovana v ramci prvoautorské publikace ,, How the molecular weight affects the in
vivo fate of exogenous hyaluronan delivered intravenously: a stable-isotope labelling

strategy “ [147].

5.4.1 Charakterizace *C-zna¢eného hyaluronanu

Isotopové znaCeny HA byl biotechnologicky pfipraven pracovniky firmy Contipro a.s.
kultivaci Streptococcus zooepidemicus na 1-'3C-glukose nebo na glukose znacené na
viech uhlicich (U-'*C-glukosa). Ziskany '*C-HA byl analyzovan pomoci vyse zminéné
metody LC-MS (Obr. 34). U 3C-HA ziskaného z 1-'*C-glukosy analyza odhalila, ze
pfiblizné 43 % monomert HA nese po jednom atomu '*C na monosacharidovych kruzich
a jeden atom '°C na acetylovém zbytku. Pfiblizné& stejné mnozstvi monomerd neslo po
jednom atomu na GlcA a GlcNAc, av§ak bez '°C na acetylovém zbytku. Analyza '*C-HA
ptipraveného z U-'3C-glukosy ukézala, ze pfiblizné 70 % HA monomert bylo znaceno
na viech pozicich uhliku a kolem 9 % pouze na monosacharidovych kruzich bez '*C na
acetylové ¢asti GIcNAc. Znadeni s vyuzitim U-'*C-glukosy produkovalo 3C-HA s vy3si
isotopovou &istotou a pouze velmi nizkym zastoupenim neznacenych monomerti. 1*C-HA
pfipraveny z 1-13C-glukosy obsahoval piiblizné 10 % neznacenych monomerti. Avsak i
pfes nizsi isotopovou Ccistotu byl takto znaceny HA s spéchem vyuzit k odliseni
exogenniho a endogenniho HA, jak bylo uk4zano v predchozi studii (5.1). Naproti tomu
znadeni HA U-"*C-glukosou produkuje specifi¢téji znadeny HA, ktery lze vyuzit pro
studium metabolismu HA a pomoci MS piipadné "C-NMR sledovat, do jakych

metabolitii je znacka '*C prenasena.
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Obr. 34 Hmotnostni spektrum nenasyceného disacharidu HA ziskaného depolymerizaci HA
pripravené kultivaci Streptococcus zooepidemicus na (A) 1-*C-glukosu, (B) glukosu U-3C.

Sedé a &ervené tecky reprezentuji atomy 2C a 3C ve struktufe disacharidu.

LC-MS analyza rtizné znagenych disacharidd ziskanych enzymatickou degradaci *C-HA
muze byt pouzita i ke studiu mechanismu syntézy HA (Obr. 35). Ze zméfenych MS
spekter 1*C-disacharid HA je patrné, Ze na monosacharidovych kruzich HA je piitomno
bud’ 6 atomid '3C, nebo zadny. Tento specificky vzor isotopového znadeni ukazuje, ze
glukosa je pfimo metabolizovana do aktivovanych cukri: uridin difosfat kyselina
glukuronova (UDP-GIcA) a uridin difosfat N-acetylglukosamin (UDP-GIcNAc). Pii
syntéze '*C-HA tak neni aktivni metabolicka cesta glukoneogeneze UDP-cukrli vedouci
pfes glykolyzu U-'3C-glukosy na pyruvat a naslednou syntézu UDP-hex6z. Tento
mechanismus by znamenal piitomnost 3 atomd '*C v monosacharidovych kruzich HA
syntézou hexoéz z >C-pyruvatu (pochazejici z glykolyzy '*C-glukosy) a !*C-pyruvatu
(pochazeji z metabolizace jinych nutrienti v médiu napf. glutamat, sdjovy pepton).
Naopak piitomnost atomti '*C na acetylovém konci GIcNAc znaéi, ze ¢ast U-'*C-glukosy
je zpracovana na energii a je glykolyzou metabolizovana az na acetyl koenzym A, ktery

je nasledné pouzit pfi syntéze GlcNAc.
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Obr. 35 Mechanismus syntézy HA Streptococcus zooepidemicus. Pievzato z [177] a upraveno.

Pro vyhodnoceni farmakokinetiky a studium metabolismu i.v. aplikovaného HA ve
vztahu k jeho My, byl piipraven '*C-HA o péti riznych My. Vysokomolekularni *C-HA
ziskany z U-!3C-glukosy byl podroben kyselé¢ a tepelné degradaci, ¢imz byl ziskan
3C-HA s My, 13,6; 46 kDa, 138 a 370 kDa. Distribuce M, '>*C-HA byla stanovena pomoci
SEC-MALLS (Obr. 36) a odhalila velmi uzkou distribuci My charakterizovanou
hodnotami indexu polydisperzity (Mw/My) v rozmezi 1,35-1,76.

1.0

08
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0.4

Kumulativni hmotnostni zlomek

= 13.6 kDa
— 46 kDa
138 kDa
— 370 kDa
— 1562 kDa

0.2

0.0 ‘ .
3.0x10° 1.0x10* 1.0x10° 1.0x10° 5.0x10°
1
M,,. g mol-

Obr. 36 Distribuce M,, *C-HA. Polydisperzita (Mw/M,), kde M, je hmotnostné priméma
molami hmotnost HA a M, je pocetné primérna molarni hmotnost byla 1,48; 1,40; 1,76; 1,60 a
1,35 u vzorka "*C-HA s M,, 13,6; 46; 138; 370 a 1562 kDa.
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5.4.2 Farmakokinetika intraven6zné aplikovaného hyaluronanu

Metoda popsana v piedchazejici kapitole (5.1) byla vyuzita ke stanoveni farmakokinetiky
intraven6zné aplikovaného HA s riiznou molekulovou hmotnosti. '>*C-HA byl stanoven v
plasmé, krevnich buikéach, moci, visceralnim tuku, exkrementech a organech (slezina,
zaludek, jatra, ledviny, plice, srdce, mozek, tenké stfevo, tlusté stievo a §titna zlaza) v
deviti raznych casovych bodech od 5 minut do 48 hodin od podani (Tab. XVII).
Kvantifikace '*C-HA byla provedena stejnym zplsobem jako v pfipadé predchazejici
studie stim rozdilem, ze MRM prechody '*C-HA byly nastaveny na nenasycené

disacharidy s '*C na v8ech uhlikovych pozicich (392—181,90).

Stanovenim koncentrace *C-HA v plasmé po i.v. aplikaci *C-HA bylo zjisténo, ze My
podaného '*C-HA podstatné ovliviiuje jeho eliminadni kinetiku (Obr. 37). Eliminace
13,6kDa *C-HA z plasmy sledovala dvoukompartmentovou kinetiku s t12 4,9 min.
Eliminace '*C-HA s vy$8i My byla vyznamné& pomale;jsi a koncentrace '>*C-HA v plasmé
se béhem prvnich osmi hodin po podani vyrazné nemeénily. Po osmi hodinach od podani
se koncentrace *C-HA 1isily od cmax (fmax 5-30 min) o 2%, 20%, 42%, 76% a 78% pro
My 13,6; 46; 138°; 370 a 1562 kDa. Farmakokinetické parametry HA v plasmé jsou
shrnuty v Tab. XVI. 13C-HA vsech testovanych My, byl béhem 48 hodin eliminovan s vice
nez 99% ucinnosti.
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E —8— 46 kDa
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Obr. 37 Koncentrace HA v plasmé po i.v. aplikaci HA o péti riznych M, (13,6; 46; 138; 370
a 1562 kDa). 1562kDa HA byl aplikovana v poloviéni davce (25 mg kg™'). Jednotlivé body

reprezentuji primérnou hodnotu + smérodatna odchylka (n=3).
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Tab. XVI Farmakokinetické parametry HA v plasmé po i.v. aplikaci HA o péti riznych M.,

13,6 kDa 46 kDa 138 kDa 370 kDa 1562 kDa

davka, mg kg | 50 50 50 50 25
AUC, pghml™' 570 1670 2010 13450 3570
V,, ml/100 g 15515 13,124 248+74 55+10  99+39
Cl,mlh™ 1,75 0,60 0,28 0,07 0,14
1172 ini.» TN 4,9 - _ ; ]

Pozorovany pomaly pokles koncentrace HA v plasmé je v souladu s diivejSimi studiemi
[8,9,178], kdy byl HA aplikovan v relativné vysokych davkach, které saturovaly jeho
metabolismus. Pro porovnani s publikovanymi vysledky a pro vyhodnoceni vlivu My, a
davky aplikovaného HA byly vyhodnoceny hodnoty celkové extrakéni ucinnosti (E)
zahrnujici hodnoty CI ziskané z asové zavislosti koncentrace HA v plasmé a hodnoty
rychlosti ob&hu krve ziskané z publikace [179]. Vyhodnoceni hodnot E dovoluje porovnat
vysledky napfi¢ riznymi zvifecimi modely, v tomto pfipadé mys-potkan-Cloveék (Obr.
38A). Hodnoty E pro 370 a 1562kDa *C-HA sleduji podobny trend jako 280 kDa a 920
kDa HA i.v. aplikovana ¢lovéku [8] a potkantim [178]. Hodnoty E pro '*C-HA s niz§i My,
13,6, 46 a 138 kDa tomuto trendu neodpovidaly a tyto My byly eliminovany s vyssi
ucinnosti, pficemz ta rostla s klesajici My (Obr. 38B). Je mozné, Ze tento jev souvisi s
konformaci HA, kterd se méni pravé v rozmezi 150-250 kDa. Delsi fragmenty HA se
prekryvaji ve strukturach nahodnych smotka, zatimco kratsi fragmenty tvofii podlouhlé
tyCinkovité struktury [180]. Zména konformace muze ovliviiovat i afinitu HA k riznym
receptorim. Linearni tvar mize rovnéz pomoci HA s nizkou My volng€ji prochazet

glomerularnimi membranami [181].
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Obr. 38 Utinnost eliminace (E, a¢innost eliminace ,,extraction ratio*) vztaZzena k aplikované
davce (A) a My, aplikované HA (B). Zelené body reprezentuji vysledky prezentované v této
studii, modré body data z farmakokinetické studie na lidech [8] a cerveny bod reprezentuje
vysledek studie na potkanech [178]. 1562 kDa 'C-HA nebyla poditana do regresni analyzy,

jelikoz byla oproti jinym davkovana v polovi¢ni mnoZzstvi.

Hlavni cestou eliminace LMW !*C-HA bylo vyludovani moci (87 %ID). Mnozstvi '*C-
HA vylougeného mog¢i klesalo s My podaného '3C-HA (Obr. 39). Eliminaéni cestou pies
jatra a zlu¢ nebyl HA témér vibec vylucovan, alespon ne ve formé fragmentid HA. Obsah
3C-HA ve Zlugi byl nizky (<3 ug ml™!) a mnozstvi *C-HA ve stolici bylo <0,5 %ID pro
vSechny testované My. Horni limit My pro vyluCovani HA ledvinami je 25 kDa [182] a
13C-HA s podobnou My, byl také nalezen v mo¢i (Obr. 43). Stanoveni distribuce My '*C-
HA pomoci SEC-MALLS odhalilo, ze z vyssich My, pouze 46 kDa '*C-HA obsahoval
frakci (17,7%) fragmentd nizs§ich nez 25 kDa (Obr. 36). Z tohoto davodu je renalni
eliminace 138, 370 a 1562 kDa '*C-HA mozn4 pouze po piedchozi depolymeraci.
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Obr. 39 Procentualni podil aplikované davky HA vyloufené mo¢i (U) vztazeny k M,
aplikovaného HA.

54.2.1 Organova distribuce intravenozné aplikovaného hyaluronanu v zavislosti

na jeho molekulové hmotnosti

Podobné jako u jinych studii bylo stanoveno, ze HA v davkach mgkg™! saturuje
metabolismus a vétsina aplikovaného HA zlistava v krevnim fegisti [8,9,19]. 1*C-HA byl
nalezen v kazdé analyzované tkani, nejvice v jatrech, ledvinach, plicich a srdci (Tab.
XVII). Nejvyssi obsah '*C-HA byl stanoven v ledvinach 5 minut po podani 13,6kDa '*C-
HA (54 %ID/g). Obsah *C-HA piitomného v tkanich koreloval s My, podaného *C-HA
(Obr. 40A), avsak pouze pokud byla distribuce HA vyjadiena jako ID(%)/g.
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Obr. 40 Distribuce i.v. podaného HA vyjadiena jako (A) procento aplikované davky HA
pFitomné v tkani vztaZené na 1 g tkané (ID(%)/g) a jako (B) pomér mezi obsahem “C-HA

v tkani a plasmé ve vztahu k jeho M.

Pokud se porovnaji hodnoty poméru obsahti *C-HA v plasmé a v tkanich (Obr. 40B),
zavislost organové distribuce '3C-HA na jeho My jiz neni ziejma. Pozorované rozdily
mezi témito dvéma ukazateli jsou pravdépodobné dany tim, ze vétSina aplikované davky
zustava v intravaskularnim prostoru sledovanych organd, coz ovliviiuje vysledek

stanoveni '*C-HA v jednotlivych organech.
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Pro vyhodnoceni vlivu My na absorpci HA z krevniho feci§t¢ do extravaskularniho
prostoru jater a ledvin byly organy mysi pred vlastni LC-MS analyzou promyty PBS a
bylo zjiténo, ze témét 90 % '’C-HA nalezeného v jatrech a ledvinach je pfitomno
v krevnim zasobeni organti. Mnozstvi 'C-HA nalezeného v promytych ledvinach
ukazuje, Ze nejvice je do extravaskularniho prostoru ledvin vychytavan 13,6kDa *C-HA,
coz souhlasi stim, Zze '*C-HA s touto My je ve velké mife vyluCovan moci. Rychla
eliminace 13,6 kDa '*C-HA zpiisobuje nizkou distribuci do extravaskularniho prostoru
jater. Pro ostatni testované My, 138, 370 a 1562 kDa '*C-HA vykazoval vyssi akumulaci
v jatrech, avSak bez vyznamnych rozdilti mezi jednotlivymi My, , 1 kdyz afinita HA vici

jaternim endotelialnim burikam roste se vzrustajici My [183,184].

jatra ledviny
o 2.5% _ 10%
= —o— 10 min
) 2h
a 2.0% A 8%
——8h
1.5% A 6%
1.0% - 4%
0.5% - 2%
0.0% e 0%
] 10 100 1000 10000 ] 10 100 1000 10000

M,, aplikované davky, kDa

Obr. 41 Distribuce i.v. aplikovaného 3C-HA v jatrech a ledvinach zbavenych krve. 1562

kDa byla aplikovana v poloviénim mnozstvi (25 mg kg™).

V této studii byla dale pomoci specifické LC-MS analyzy '*C-HA poprvé spolehlive
prokazana schopnost i.v. aplikovaného HA penetrovat az do kolenniho kloubu a

chrupavky (Obr. 42). Moznosti monitoringu exogenniho HA v kloubech mohou mit velky
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vyznam pii studiu peroralné nebo intraven6zné podavaného HA pro 1é¢bu osteoartritidy.

Mechanismus ucinku této 1éCby totiz neni dosud zcela objasnén.

A

W A A
& S O

c("C-HA), ug g’
8

-8—-46 kDa
—0—138 kDa
—— 1562 kDa
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0 8 16 24 32 40 48
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—8—46 kDa
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Obr. 42 Distribuce *C-HA do kolenniho kloubu (A) a kloubni chrupavky (B) po i.v. aplikaci

46, 138 a 1562 kDa *C-HA.
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Tab. XVII Distribuce 3C-HA do mysSich tkani po i.v. aplikaci ®C-HA o péti riiznych M,, (13,6, 46, 138, 370 a 1562 kDa) vyjadiena jako procento *C-

HA z aplikované davky pritomné v dané tkani na 1 g hmotnosti tkané (%ID/g). Krev z organu nebyla odstranéna.

jatra ledviny slezina plice srdce zaludek tenké stievo tlusté stievo mozek brisni tuk
13,6 kDa '’*C-HA
5 min 4,28% + 0,86% 5421% + 11,10% 2,46% £ 0,65% 6,29% + 0,68% 6,02% + 0,84% 4,38% + 0,08% 7,96% + 1,47% 3,82%+ 3,35% 0,95% + 0,33% 0,93% £ 0,13%
10 min 3,21% £ 0,39% 15,66% + 2,53% 1,66% £ 0,17% 425%+0,41% 3,56% + 0,33% 3,54% + 0,56% 4,61% £ 0,46% 3,75%+ 0,15% 0,47% = 0,05% 1,99% + 1,77%
15 min 2,70% + 0,38% 13,80% + 1,64% 1,60% £ 0,11% 3,59% + 0,89% 3,86% + 0,44% 3,79% + 0,22% 4,98% £ 0,17% 4,26% + 0,52% 0,41% = 0,08% 1,05% £ 0,75%
30 min 1,63% £ 0,28% 5,96% + 1,29% 1,22% £ 0,22% 2,36% + 0,47% 2,74% + 0,22% 2,56% +0,11% 2,49% £ 0,21% 2,92% + 0,26% 0,29% =+ 0,08% 0,76% + 0,35%
2h 0,69% £ 0,16% 1,61% £ 0,36% 0,53%+0,11% 0,91% + 0,10% 1,02% + 0,20% 1,11%+ 0,14% 1,11% £ 0,07% 1,19%+0,11% 0,13% +0,01% 0,74% £ 0,57%
4h 0,54% £ 0,04% 0,78% £ 0,11% 0,31% £ 0,05% 0,44% + 0,03% 0,43% +0,10% 0,68% +0,11% 0,43%+0,13% 0,55% + 0,07% 0,05% +0,01% 0,32% £ 0,07%
8h 0,20% £ 0,01% 0,24% + 0,00% 0,08% =+ 0,02% 0,16% = 0,01% 0,10% = 0,03% 0,27% + 0,04% 0,01%+0,15% 0,08% =+ 0,02% 0,03% = 0,00% 0,16% £ 0,03%
24 h 0,07% =+ 0,00% 0,02% £ 0,01% 0,03% £ 0,01% 0,05% +0,01% 0,03% = 0,07% 0,05% = 0,02% 0,12% + 0,04% 0,03% =+ 0,08% 0,02% =+ 0,00% 0,01%+0,01%
48 h 0,06% =+ 0,02% 0,02% =+ 0,02% 0,06% =+ 0,01% 0,06% + 0,04% 0,09% =+ 0,01% 0,04% =+ 0,06% 0,14% + 0,02% 0,04% + 0,03% 0,02% =+ 0,00% 0,03% +0,01%
46 kDa ’C-HA
5 min 2,75% + 1,42% 9,66% + 2,83% 3,06% =+ 0,86% 7.83% +3,13% 4,95% + 1,46% 2,05% =+ 0,66% 2,69% £ 0,53% 2,24% + 0,84% 0,53% +0,14% -
10 min 3,25% £ 1,77% 7,72% £ 2,85% 3,00% £ 1,95% 7,33% + 6,67% 4,88% +1,27% 2,32% + 0,65% 2,54% + 1,26% 2,10%+ 1,15% 0,44% + 0,24% -
15 min 2,51% + 1,88% 9,61% + 1,86% 3,30% £ 0,38% 7,90% + 2,09% 9,24% + 1,35% 3,34% + 0,66% 3,66% =+ 0,09% 2,97%+ 0,12% 0,58% + 0,06% -
30 min 2,76% £ 0,95% 7,54% £ 1,08% 2,97% £ 0,09% 7,92% +0,33% 6,63% = 2,50% 3,30% + 0,83% 2,79% £ 0,57% 2,82% + 0,50% 0,40% + 0,08% -
2h 1,98% + 0,16% 4,05% £ 1,74% 1,44% £ 0,61% 5,67% + 4,49% 3,63% +2,35% 1,97% + 1,04% 1,45% + 0,40% 1,82%+ 1,13% 0,28% + 0,18% -
4h 2,68% + 0,45% 1,78% + 1,36% 0,85% + 0,56% 1,65% + 1,29% 1,25% + 1,01% 1,50% + 1,41% 0,83% £ 0,70% 1,13% + 0,86% 0,10% + 0,12% -
8h 1,97% + 0,44% 1,75% £ 0,32% 0,94% + 0,08% 2,00% +0,71% 1,28% + 0,18% 1,37% + 0,30% 0,76% + 0,24% 1,03% + 0,23% 0,08% + 0,05% -
24 h 0,03% =+ 0,09% 0,03% £ 0,03% 0,04% £ 0,03% 0,12% + 0,17% 0,02% =+ 0,04% 0,07% = 0,05% 0,03% =+ 0,04% 0,06% = 0,04% -0,01% £ 0,00% -
48 h 0,03% =+ 0,00% 0,00% =+ 0,01% 0,01% + 0,01% 0,01% + 0,02% -0,01% + 0,00% -0,01% + 0,01% 0,01% =+ 0,00% 0,00% + 0,01% -0,01% + 0,00% -
138 kDa 3C-HA
5 min 3,67% £ 0,68% 5,39% +2,39% 5,00% + 1,44% 6,65% + 2,87% 4,50% £ 2,05% 2,14%+ 1,01% 0,82% + 0,34% 0,81%+ 0,32% 0,67% = 0,20% -
10 min 4,08% + 2,26% 5,25% £ 1,99% 4,52% £ 1,95% 6,50% + 3,42% 5,32% + 2,55% 2,09% + 0,88% 0,89% + 0,56% 1,05%+0,77% 0,67% + 0,21% -
15 min 5,25% £ 1,25% 6,38% + 0,99% 5,64% £ 0,79% 7,39% + 3,32% 3,87% + 0,86% 3,15%+1,18% 0,95% £ 0,16% 1,45%+ 0,33% 0,75% + 0,17% -
30 min 3,10% £ 0,35% 4,15% + 1,32% 3,84% + 0,66% 4,92%+1,72% 2,45% +0,95% 1,84% + 0,17% 2,73% £+ 3,47% 0,86% + 0,16% 0,55% + 0,09% -
2h 2,37% + 0,80% 3,37%+ 1,27% 2,31%+0,83% 3,88% + 1,44% 2,00% + 1,07% 2,03% + 0,79% 0,59% + 0,35% 0,87% = 0,55% 0,43%+0,11% -
4h 3,32% £ 0,78% 4,51% £ 0,70% 2,97% £ 0,15% 5,02% + 1,62% 4,71% + 1,45% 3,39% + 0,34% 0,71% + 0,06% 1,37% + 0,30% 0,54% +0,11% -
8h 2,09% + 0,81% 2,71% + 1,49% 2,34% £ 0,55% 2,05% +0,19% 2,80% + 1,73% 3,05% + 2,30% 0,40% £ 0,14% 1,04% + 0,48% 0,38% +0,14% -
24 h 0,56% =+ 0,29% 0,68% + 0,45% 0,65% + 0,24% 0,53% + 0,24% 0,40% +0,31% 0,85% +0,31% 0,15% + 0,04% 0,18% =+ 0,06% 0,10% + 0,02% -
48 h 0,08% =+ 0,03% 0,08% =+ 0,02% 0,04% + 0,01% 0,06% + 0,04% 0,03% + 0,04% 0,04% =+ 0,00% 0,00% =+ 0,00% 0,00% =+ 0,01% 0,05% + 0,00% -
370 kDa 3C-HA
5 min 3,53% + 1,32% 6,50% =+ 2,26% 3,09% + 1,26% 525%+1,77% 8,60% + 6,13% 1,26% + 0,31% 0,64% + 0,26% 0,70% + 0,23% 0,48% + 0,22% 0,39% +0,17%
10 min 6,64% £ 0,85% 7,14% £ 0,90% 3,93% £ 0,56% 7,88% + 0,36% 6,14% = 2,90% 2,27% + 0,66% 1,28% £ 0,72% 1,20% + 0,45% 0,57% = 0,08% 0,59% £ 0,20%
15 min 5,62% + 0,94% 6,72% + 1,35% 3,06% £ 0,61% 6,75% + 1,37% 8,99% + 3,70% 1,58% + 0,12% 0,92% £ 0,19% 1,08% +0,13% 0,52% + 0,02% 0,58% +0,11%
30 min 4,38% + 0,26% 6,70% £ 0,32% 2,96% £ 0,55% 6,92% + 0,43% 9,46% + 1,38% 2,20% +0,12% 1,14% £ 0,21% 1,16% + 0,29% 0,76% + 0,26% 0,47% £ 0,15%
2h 2,93%+ 1,07% 4,05% £ 1,29% 1,88% + 0,38% 3,62% + 1,51% 4,09% £ 2,25% 1,89% + 0,74% 1,15%+0,13% 0,95% + 0,29% 0,33% +0,15% 0,43% £ 0,15%
4h 4,10%+ 1,17% 6,22% + 0,60% 3,13%+0,73% 5,52% + 0,66% 7,20% + 5,82% 2,73% + 0,57% 1,32% £ 0,65% 1,74% + 0,68 % 0,44% + 0,14% 0,78% + 0,41%
8h 3,28% £ 0,93% 6,07% £ 0,99% 2,40% £ 0,65% 4,90% £ 1,63% 5,27% + 2,40% 2,63% +0,93% 1,15% £ 0,18% 1,22% + 0,25% 0,43% =+ 0,06% 0,56% + 0,23%
24 h 0,79% £ 0,19% 1,28% + 0,40% 0,59% £ 0,18% 1,08% = 0,35% 0,70% = 0,27% 1,29% + 0,39% 0,26% =+ 0,09% 0,47% + 0,23% 0,11% + 0,04% 0,18% =+ 0,04%
48h 0,09% £ 0,01% 0,08% + 0,01% 0,02% + 0,03% 0,03% =+ 0,08% 0,00% =+ 0,02% 0,04% + 0,08% 0,00% =+ 0,00% 0,09% + 0,14% 0,03% + 0,01% 0,02% £ 0,01%
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1562 kDa '3C-HA

5 min 6,42% + 3,67% 6,60% =+ 1,84% 5,02% £ 0,53% 4,56% £ 0,71% 2,85%+ 1,52% 0,74% £ 0,11% 0,42% £ 0,19% 0,56% + 0,26% 0,63% + 0,06% 0,49% £ 0,12%
10 min 6,57% + 3,22% 7,55% £ 3,20% 6,35% £ 2,63% 5,96% + 3,02% 14,81% + 13,58% 1,26% £ 0,54% 0,51%+0,11% 0,57%+ 0,23% 0,75% £ 0,29% 0,42% £ 0,17%
15 min 5,44% £ 3,02% 5,53% £ 2,99% 5,42% +2,43% 11,06% + 11,06% 3,69% + 1,30% 0,82% + 0,28% 0,45% £ 0,17% 0,61%+ 0,29% 0,65% + 0,37% 0,41% £ 0,26%
30 min 6,94% + 2,96% 6,66% £ 2,01% 6,10% + 1,96% 6,08% +2,72% 5,52% + 1,24% 1,10% £ 0,09% 0,68% £ 0,17% 0,59%+ 0,17% 0,82% + 0,28% 0,47% £ 0,05%
2h 4,43% + 0,46% 7,27% £ 3,06% 4,68% + 0,08% 4,45% £ 1,19% 4,17% £ 1,79% 1,05% £ 0,31% 0,79% £ 0,25% 0,63%+ 0,16% 0,18% + 0,30% 0,45% £ 0,18%
4h 5,43% % 0,64% 8,92% + 1,59% 5,00% £ 1,26% 7,05% + 2,76% 491% £ 1,58% 2,06% £ 0,41% 0,71% £ 0,24% 1,16% + 0,36% 0,00% =+ 0,00% 0,50% £ 0,07%
8h 5,61% % 0,75% 10,46% + 2,65% 4,35% + 0,38% 5,93% + 1,28% 5,15% + 0,36% 1,51% + 0,46% 0,96% £ 0,10% 1,48% + 0,24% 0,36% £ 0,37% 0,62% £ 0,39%
24h 0,15% + 0,20% 1,35% £ 0,70% 0,08% £ 0,11% 0,18% + 0,07% 0,13% + 0,08% 0,18% £ 0,12% 0,00% =+ 0,00% 0,11%+0,10% 0,00% =+ 0,00% 0,06% £ 0,02%
48 h 0,02% £ 0,00% 0,37%+0,11% 0,01% £ 0,01% 0,07% £ 0,02% 0,02% + 0,05% 0,07% £ 0,01% 0,00% £ 0,00% 0,00% + 0,00% 0,00% =+ 0,00% 0,01% £ 0,03%
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5.4.3 Metabolizace intraven6zné podaného hyaluronanu

LC-MS metoda pro stanoveni isotopové znaceného HA byla s ispéchem vyuzita pro
ureni rychlosti eliminace HA zorganizmu a stanoveni distribuce do intra a
extravaskularniho prostoru jednotlivych organti. Moznosti LC-MS analyzy a znaceni HA
stabilnimi isotopy jsou vSak §ir§i a mohou pfinést informace také o metabolismu HA. Ve
spojeni s SEC mohou byt pomoci zavedené LC-MS metody pro kvantifikaci HA
monitorovany zmény v distribuci Myw. Pomoci cilené LC-MS analyzy lze kvantifikovat
predpokladané metabolity *C-HA nesouci '*C atomy ve svych strukturach a v neposledni
fadé 1ze pomoci necilené LC-MS analyzy a analyzy isotopové distribuce identifikovat

nové metabolity HA s '*C znacku pochazejici z '>C-HA.

5.4.3.1 Stanoveni zmén distribuce Mw *C-hyaluronanu

Vzorky plasmy, jater a moci byly nejprve separovany pomoci SEC. Bylo ziskano vzdy
20 frakci z kazdého vzorku a ty byly podobné jako v predchazejicim piipadée (5.3.1.5)
analyzovany pomoci zavedené metody LC-MS pro kvantifikaci '3C-HA. Timto
zptisobem bylo mozné monitorovat, jak se méni My, i.v. aplikovaného '*C-HA v zavislosti
na ¢ase a mistu jeho vyskytu (Obr. 43). Po aplikaci 13,6, 46 a 138 kDa '3C-HA nebyly
beéhem 8 hodin po podéani pozorovany zadné méfitelné zmény v My v plasme ani v jatrech.
Avsak po aplikaci 370 a 1562 kDa '*C-HA se M, v plasmé a v jatrech v zavislosti na ¢ase
(0,5-8 h) vyrazné& snizovala za vzniku fragmentl '*C-HA s M, 100-300 kDa. Po 24
hodinach byl 1562 kDa *C-HA v jatrech zpracovan na 50-150 kDa fragmenty. My, '*C-
HA nalezeného ve vzorcich moci byla v rozmezi 10-20 kDa, coz souhlasi s publikovanym

limitem My 25 kDa pfi glomerularni filtraci HA [182].
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Obr. 43 Distribuce M,, v plasmé, jatrech a moéi po i.v. aplikaci *C-HA o péti riznych M,,.

Souvislé cary reprezentuji distribuci M, v raznych Casovych bodech; teCkované cary pak

distribuci My, standarda '*C-HA.
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5.4.3.2 Stanoveni *C-N-Acetylglukosaminu a 13C-kyseliny glukuronové

Po enzymatické depolymerizaci HA hyaluronidasami a nespecifické degradaci volnymi
radikaly jsou dle Sternova modelu metabolismu HA [62] vzniklé nizkomolekularni
fragmenty HA v lysozomech zpracovany exoglukusidasami na piislusné monosacharidy:
GlcA a GlcNAc. Pro ovéreni této metabolické cesty a pro stanoveni mnozstvi HA, jez je
pfeménéno na tyto metabolity, byla vyvinuta LC-MS metoda pro kvantifikaci GIcA a
GlcNAc v biologickych matricich. Pfiprava vzorku a pouzita chromatograficka separace
(Obr. 44) byla totozna s analytickou metodou pro stanoveni HA s vyjimkou toho, ze pfi
stanoveni monosacharidi nebyly vzorky degradovany lyasou SpHyl.
100

N-acetylglukosamin

300 | 350 400 | 450 500 | 550 6.00 650 | 700 | 750 | 800

intenzita

kys. glukuronovd

T
T T T T ; T

3.00 350 4.00 450 5.00 5.50 6.00 650 700 | 750 | 800
&as, min

Obr. 44 Chromatograficka separace GlcNAc a GlcA pomoci gradientové eluce (0,1% Kys.

mravenci, methanol) na koloné Phenomenex Jupiter Proteo 90 A C12 (4,6x250 mm).

Touto metodou byly analyzovany vzorky jater a moci. Pomoci isotopové znacenych
standardd byly kvantifikovany volné monosacharidy '’Ce-GlcA a '’Cs-GleNAc.
Mnozstvi *Ce-GIcA eliminovaného v mo¢i odpovidalo pouze <0,2% ID a koncentrace
druhého monosacharidu '*Cs-GIcNAc vmo¢i byla nulovd. Malé mnozstvi
13C-monosacharidi (<0,05% ID) bylo piitomno v jatrech (Obr. 45) a podobné jako obsah
13C-HA v jatrech se také jejich obsah zvySoval se zvysujici se My podaného *C-HA.

Stanovené mnozstvi '*C-monosacharid(i v jatrech a mo¢i viak odpovida pouze velmi
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malému procentu z aplikované davky '3C-HA, coz naznaduje, ze '*C-monosacharidy

nejsou kone¢nymi produkty metabolizace exogenniho HA po intraveno6zni aplikaci.
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+ 0.06% 1 138kDa | * 0.05% - 138 kDa D gm0
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Obr. 45 Mnozstvi 1*C-monosacharidi (GlcA a GlcNAc) pFitomné v jatrech (A) a vyloudené

v modi (B).

5.4.3.3 Analyza polarnich metabolita

Z vysledku predchazejicich analyz vyplynulo, Ze po i.v. aplikaci 370 a 1562 kDa 13C-
HA je vétsSina davky metabolizovana na jiné produkty, nez jsou fragmenty HA nebo GlcA
a GlcNAc, jelikoz mnozstvi HA a pfislusnych monosacharidi v moci, jatrech a stolici
bylo mensi nez 1% ID. Ve snaze najit a identifikovat metabolity HA byla adaptovana
chromatograficka metoda separace relativné polarnich latek na reverznich fazich [155]
s vyuzitim hmotnostné spektrometrické detekce ve skenovacim moédu. Typicky vysledny
zaznam z takového meéfeni je uveden na Obr. 46. Namétené zaznamy obsahovaly velké
mnozstvi signald, v nichz nebylo mozné identifikovat metabolity pifimo rucnim
zpracovanim vysledkd. Program El-Maven [156] umoznil na zakladé hodnot m/z
navrhnout mozné analyty ve vzorku a na zakladé odchylek od pfirozené isotopové

distribuce identifikovat metabolity *C-HA nesouci ve své struktuie isotop uhliku *C.
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Obr. 46 Typicky LC-MS zaznam chromatografické separace methanolovych extraktiu z
jaternich buné&k p¥i hledani metabolitii *C-HA.

Za ucCelem identifikace dalSich metaboliti a vyhodnoceni zavislosti rychlosti
metabolismu '°C-HA na jeho M, byly lidské jaterni endotelialni buiiky (HLEC)
kultivovany po dobu 72 hodin v médiu obsahujicim *C-HA (I mg ml™). Mnozstvi
BC-HA v kultivaénim médiu po 72 hodinach u v§ech testovanych My pokleslo o méné
nez 15 %. Bylo viak zjisténo, ze znacka '’C je zac¢lenéna do uridindifosfat N-
acetylglukosaminu (UDP-GIcNAc), uridindifosfat glukosy (UDP-Glc), cyklické
adenosindifosfat-ribosy (cADP ribosa) a uridindifosfat N-acetylgalaktosamin-sulfatu
(UDP-GalNAcS) (Obr. 47) Toto zjisténi naznacuje rozpad '*C-HA na monosacharidy a
jejich naslednou prfeménu na aktivované cukry. Zménéna isotopova distribuce byla
nejjasnéji pozorovana ve spektrech UDP-GIcNAc, kde nejintenzivnéjs§i signaly
odpovidaly molekulam s 8 a 6 atomy '*C. Vyrazné vice byl obsazen '3C-UDP-GIcNAc
s osmi *C, coz koresponduje s isotopovou distribuci 3C-HA, ve které je rovnéz vice
zastoupen GlcNAc s osmi *C nez GlcNAc s Sesti 1°C (Obr. 34B). To naznaduje ptimou
konverzi GlcNAc na UDP-GIcNAc bez glukoneogeneze, coz souhlasi se zavéry, které se
uvadi v literatuie [185]. Zac¢lenéni *C-GlcNAc do UDP-GlcNAc bylo pozorovano pro
vSechny testované M,, HA (13,6-1562 kDa) a rozsah zaclenéni dobfe koreloval s
mnozstvim '3C-HA absorbovaného HLEC (Obr. 48). Tato korelace naznaduje, ze
kritickym procesem pii metabolizaci HA je rychlost endocytozy HA do bunék, nikoliv
intracelularni metabolizace endocytované HA. Vysledky souhlasi s publikovanymi in
vitro studiemi s kravskymi srde¢nimi butikami, potkanimi butikami hladkého svalstva
aorty a fibroblasty kufecich embryi, kde byla rovnéz internalizace HA do bunék
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identifikovana jako limitujici faktor [186]. Pozorovand metabolizace HA na UDP
prekurzory miize vysvétlovat vysledky dalsi studie, kdy po i.v. aplikaci '*C-HA (potkan
a kralik, M, 2,8 MDa, davka ~0,17 mgkg') byla radioaktivita pozorovana u
vysokomolekularnich metabolitd, jez byly odolné vii¢i hyaluronidasam [187]. Vzhledem
k prokazané metabolizaci HA do UDP-Glc, UDP-GIcNAc a UDP-GalNAcS muze byt
HA pouzit nejen jako zdroj energie, ale jeho metabolity také jako stavebni jednotky, ze

kterych mohou byt syntetizovany GAG, proteoglykany, glykolipidy a dalsi.
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Obr. 47 Metabolizace *C-HA do uridin difosfat N-acetylglukosaminu (UDP-GlcNAc),
uridin difosfat glukosy (UDP-GIc), cyklické adenosin difosfat ribosy (cCADP ribosa) a uridin
difosfat N-acetylgalaktosamin sulfatu (UDP-GalNAcS) jaternimi endothelidlnimi buiikami
HLEC.
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Obr. 48 In vitro metabolismus *C-HA jaternimi endothelialnimi butikami: data ze &ty¥
experimentid — (A) Absorpce *C-HA jaternimi endothelialnimi buiikami, (B) metabolizace

BC-HA do uridin difosfat N-acetylglukosaminu (UDP-GIcNAc).

Zmeénéna isotopova distribuce UDP-GIcNAc byla pozorovana také v in vivo studii v
jatrech, avSak ne v ledvinach nebo sleziné. Po 2 a 8 hodinach od podani 138, 370 a
1562 kDa *C-HA se mnozstvi *C-UDP-GIcNAc v jatrech vyznamné nelisilo (Obr. 49).
Po aplikaci 13,6 kDa '3C-HA byly signaly nizsi, avSak viditelné i po 8 hodinach, piestoze
v tomto Case bylo jiz 87 % ID vylouceno moci. Po 10 minutach nebyl v jatrech detekovan
zadny 1*C-UDP-GIcNAc, coz naznaduje, ze metabolizace i.v. aplikovaného '*C-HA neni
nijak zvlast rychla.
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5.0x10°

Suma rel. intenzity UDP-GIcNACc s
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Obr. 49 Konverze *C znalky z iv. aplikovaného “C-HA do UDP-GIcNAc v jatrech

v zavislosti na ¢ase a M,, aplikovaného C-HA
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Mnozstvi absorbovaného *C-HA a jeho pfeména na aktivované cukry metabolizaci byly
téméf nezavislé na My, aplikovaného '*C-HA, coz odpovida vysledkiim z provedené in
vivo studie, ale neodpovida nékterym udajum z literatury pro in vitro [183,184]. V tadé
studii je uvadéno, ze afinita HLEC je mnohem vys§i k vysokomolekularnimu HA
(6,4 MDa, Km 9-10° uM) nez k nizkomolekularnimu (30 kDa, Kn 5,810 uM) [188].
Avsak v in vivo studii uvedené v této praci je stejné jako ve dvou dalsich [189,190] i.v.
aplikovany nizkomolekularni HA eliminovan s vyssi u¢innosti nez vysokomolekularni
HA. Tento rozpor ve vysledcich lze pripsat skuteCnosti, ze uvadéna zavislost absorpce
HA na My, [190] at uz pro in vitro nebo in vivo experimenty byla sledovana vzdy pouze

pfi nizkych koncentracich HA a tedy za situace, kdy nebyl metabolismus HA saturovan.

Pokud je HA pfitomen ve vysoké koncentraci, muze byt potlaen ucinek My na jeho
absorpci a metabolizaci. Metabolismus HA v jatrech muze byt saturovan i pro
nizkomolekularni HA. Vyssi eliminacni ucinnost nizkomolekularni HA je potom
zpusobena prispévkem renalni eliminacni cesty, ktera je dostupna pouze pro fragmenty s
nizkou My. Podobnda metabolizace a  absorpce nizkomolekularniho a
vysokomolekularniho HA pfi saturovaném metabolismu HA muze také ¢asteCné vysvétlit
ucinnost i.v. podavanych pfipravka s nizkomolekularnim HA, jez jsou ucinné proti
osteoartritidé, ackoli po jejich i.v. aplikaci je vétSina davky rychle eliminovéana ledvinami

[191,192].
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5.4.4 Farmakokinetika peroralné podavaného hyaluronanu

Metoda popsana v kapitole 5.1 byla kromé stanoveni farmakokinetiky i.v. aplikovaného
HA vyuzita ke studiu HA peroralné aplikovaného mysim s normalnim mikrobiomem a
mysim bez stfevni mikroflory. '*C-HA byl stanoven v plasmé, moci, exkrementech,
jatrech a v jednotlivych ¢astech gastrointestinalniho traktu (GIT) (zaludek, tenké stfevo,
cekum, tlusté stievo) v nékolika ¢asovych bodech od 5 minut do 48 hodin od podani (Tab.
XVIII, Tab. XIX). Cilem této studie bylo stanovit kinetiku prostupu HA stfevnim traktem,
a predevsSim stanovit kolik p.o. aplikovaného HA je vstfebano a jakou ulohu pii

vstiebavani HA hraje stfevni mikrobiom.

Analyza '3C-HA odhalila, ze u my$i s normalnim mikrobiomem je podany *C-HA z GIT
eliminovan béhem 24 hodin. Eliminace '*C-HA u bezmikrobnich mysi trvala podstatng
déle, avSak tento rozdil nelze zcela pfipisovat vlivu mikrobiomu, jelikoz anatomie GIT
bezmikrobnich mysi je specificka vyrazné zvétSenym cekem, které je pravdépodobné

hlavnim déivodem zpozdéného priichodu *C-HA GIT (Obr. 50).

- 10000 —e—Zaludek 10000 —e—7dludek
3 —e—tenké strevo —e—tfenké sifevo
3 cekum cekum
j‘ 1000 1 tlusté stfevo 1000 A tlusté sifevo
T
o
o 100 - 100 A
10 A 10 4
-‘ =1 T T T T T ] T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24

cas, h

Obr. 50 Kinetika prichodu p.o. aplikovaného C-HA gastrointestinidlnim traktem mysi

s normalnim mikrobiomem (A) a bezmikrobnich mysi (B).

Analyza vzorka stolice a moci z metabolickych kleci mysi s normalnim mikrobiomem
ukézala, ze pouze kolem 7 % davky '*C-HA bylo vylou¢eno ve formé *C-HA a jeho
fragmentt. Z téchto dat vyplyva, ze HA muze byt z velké Casti absorbovan z GIT nebo

metabolizovan stfevnim mikrobiomem. (U bezmikrobnich mysi nebylo mozné ziskat
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vzorky z metabolickych kleci.) Analyza mo¢i dale ukazala, ze kolem 0,2 % davky '*C-
HA je vylouceno modi ve formé HA a jeho fragmentti. Pfitomnost *C-HA v modi jasné
prokazuje, ze ¢ast HA musela byt z GIT vstfebana, distribuovana do organismu a
eliminovana ledvinami. Pfi interpretaci té€chto vysledki je tfeba brat v uvahu moznou
kontaminaci vzork®i modi z metabolickych kleci vzorky stolice. Koncentrace *C-HA v
modi viak byla naméfena v fadu jednotek pg ml™' a koncentrace ve vzorcich ziskanych
ze vSech tfi metabolickych kleci byly podobné. Navic byly vyznamné koncentrace HA
pozorovany ve vzorcich moci u mysi, které nebyly v metabolickych klecich a moc jim
byla odebrana pfimo z mocového méchyte. To potvrzuje, ze HA se musi alespon Castecné
absorbovat z GIT. Zajimavosti vSak zistava, ze v moci byly naméfeny pomérné vysoké
koncentrace 1*C-HA, aviak v krevni plasmé nebyl nalezen zadny '>C-HA. Vysvétlit tento
jev je mozné svyuzitim vysledki uvedenych v predchazejici kapitole vénované
intraven6zné podavanym HA (5.4.2). Zvysledki vyplyva, Zze nizkomolekularni
fragmenty HA jsou z krevniho fecist€ <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>