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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva popisem kyseliny hyaluronové, charakterizaci jejiho chovani v roztoku,
jejimi chemicko-fyzikdlnimi vlastnostmi a vyuzitim v riznych primyslovych odvétvich.
Soucasti prace je také cast vénovana moznostem jeji analyzy. Druhd polovina prace se
soustiedi na elektromigraéni metody se zvlastni pozornosti veénovanou kapilarnim
elektroforetickym metodam, a to zejména kapilarni zonové elektroforéze. Cilem této prace je
optimalizovat metodu pro stanoveni kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich pomoci
kapilarni zonové elektroforézy.

ABSTRACT

This thesis is focused on description hyaluronic acid, characterization of its behaviour in
water solutions, its chemical-physical properties and its using in different industrial sectors.
The next part deals with possibilities of its analysis. The following section of the thesis is
focused on electromigration techniques with special attention dedicated to capillary
electrophoretic methods, especially capillary zone electrophoresis. The aim of this thesis is
optimization of the method of determination of hyaluronic acid in water solutions by capillary
zone electrophoresis.
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1 UVOD

Kyselina hyaluronové je lineérni polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti (az v fadech
milioni  Daltoni, tj.mg-mol™®).  Zakladni jednotkou je disacharid tvofeny
N-acetylglukosaminem a kyselinou D-glukuronovou. Tyto dvé jednotky jsou v molekule
spojeny glykosidickou vazbou. Kyselina je pfirozen¢ se vyskytujicim biopolymerem. Nalézt ji
Ize v podobé sodné nebo draselné soli téméf ve vSech pojivovych tkanich. Je zakladni slozkou
extracelularni matrix vSech obratlovct. Termin hyaluronan je pouzivan pro kyselinu i jeji soli,
V neionizované i v protonované forme. Pii fyziologickych hodnotach pH dochézi k ionizaci
vSech karboxylovych skupin. Diky svym specifickym vlastnostem a schopnosti vazat velké
mnozstvi vody nachazi uplatnéni v mnoha oborech jako je kosmetologie, dermatologie,
plasticka chirurgie, tkanové inzenyrstvi nebo jako soucast kryti pii hojeni ran.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kyselina hyaluronova
2.1.1 Historie

V roce 1934 Karl Meyer popsal metody izolace nového glykosaminoglykanu z hovéziho
o¢niho sklivce. Tento novy objev byl pojmenovan kyselina hyaluronova. Spole¢né s Johnem
Palmerem dokézal, ze tato latka obsahuje uronovou kyselinu a aminosacharid, ale neobsahuje
zadné sulfoestery. V prubéhu 30. a 40. let byla kyselina postupné objevena jako soucast
dalsich tkani a télnich tekutin, jako jsou synovidlni tekutina, pupecni $itira, kiize nebo kohouti
hiebinky. Hyaluronany jsou také soucasti bakterii fadu Streptococcus. V prubéhu 50. a 60. let
byly studovany jeho fyzikalni a chemické vlastnosti. Hyaluronan vynika svoji viskozitou,
schopnosti vazat vodu a dal$imi unikatnimi vlastnostmi. Tyto vlastnosti mu umoziuji
regulovat rovnovahu vody v organismu, regulovat osmoticky tlak, interagovat s proteiny,
pusobit jako sito nebo jako mazivo a stabilizovat strukturu na zakladé elektrostatickych
interakci. V roce 1972 bylo zjisténo, ze hyaluronan reaguje S proteoglykany v chrupavkach
a ze slouzi jako opora ve struktuie chrupavek. V 80. letech byly studovany proteiny na
bunécném povrchu schopné vazat hyaluronany. Tyto studie byly snahou o pochopeni funkce
téchto receptori a procesu, které vazba zplsobuje. Zejména objeveni receptort RHAMM
aCD44 bylo velkym pokrokem, a to kvuli ptedpokladu, Ze se podili na nddorovém
metastazovani. V dnesni dobé¢ je kyselina hyaluronova 1 jeji derivaty Siroce pouzivany a stale
probihajici vyzkum svéd¢i o dalsim rozvoji [1].

2.1.2 Chemicka struktura

Molekuly kyseliny hyaluronové jsou tvofeny opakujicimi se disacharidovymi jednotkami
tvofenymi D-glukuronovou kyselinou a D-N-acetylglukosaminem (viz Obr. 1). Tyto jednotky
jsou k sob¢ vazany stiidavymi B-1,4- a B-1,3- glykosidickymi vazbami. Hyaluronovy fetézec
muze obsahovat 1 vice nez 10 000 disacharidovych jednotek. Tyto disacharidové jednotky
maji molarni hmotnost pfiblizné 400 Daltont. Molekulova hmotnosti celého fetézce se tedy
blizi hodnotam pfiblizng 4x10° Daltond [1].

D-Glukuronova kyselina N-Acetyl-D-Glukosamin

Obr. 1: Opakujici se disacharidova jednotka polymeru hyaluronanu [2]



Pii fyziologickém pH je struktura hyaluronanu stabilizovdna vodikovymi miustky
a interakcemi s rozpoustédlem. Ve vodé zaujima preferovanou strukturu, pii niz se tvoii
vazby mezi hydrofobnimi ¢astmi fetézce a vznika tak sekundéarni struktura podobné tvaru

stoCené stuhy. Strukturu hyaluronanu ve vodném roztoku je uvedena na obrazku
(viz Obr. 2) [1].

Obr. 2: Sekundarni struktura hyaluronanu ve vodném roztoku [3]
2.1.3 Kyselina hyaluronova v Zivych organismech

Kyselina hyaluronova byla poprvé objevena ve sklivei oka v roce 1934 Karlem Mayerem
aJohnem Palmerem. Postupné byla objevovana iv mnoha dalSich buiikdch a organech.
Vyskytuje se také u bakterii rodu Streptococcus a Pasteurella. Nyni je znama zejména jako
soucast synovialni tekutiny a extraceluldrni matrix. Nejvy$s$i mnoZstvi kyseliny hyaluronové
obsahuji me&kké pojivové tkané a vibec nejvyssi koncentrace byla nalezena v kohoutich
hiebinkach. V lidském teéle se nejvyssi koncentrace hyaluronanti nachéazi v synovidlni
tekuting€, pupecni $idfe a v o¢nim sklivei. Piehled zastoupeni hyaluronanti shrnuje Tabulka 1.

Celkova hmotnost hyaluronani nachazejici se v lidském téle se odhaduje na 20 g. Témct
polovina je obsazena Vv kuzi, konkrétné kolem 8 g. Zde slouzi jako matrice pro uloZeni bunék
a zachytava radikaly uvolnéné pusobenim ultrafialového zafeni. Timto plsobenim chrani
buriky ktze pied oxidaénim stresem, ktery mize zpusobit jejich degradaci nebo dokonce smrt.
V synovidlni tekutiné pomaha vysokomolekularni hyaluronan snizovat tfeni kosti, opotitebeni
kloubti a také plisobi jako tlumi¢ ndrazii. Pfi zanétlivych stavech dochazi k degradaci fetézci,
coz vede ke sniZeni viskozity, a tim ke zhorSeni mazaci a tlumici funkce synovialni tekutiny.
Na bunécné urovni brani prostupu vird a bakterii pfes pericelularni matrix a ovliviiuje
proliferaci a diferenciaci bunék [4], [5].



Tabulka 1: Koncentrace hyaluronanu v nékterych tkanich [4]

Tkarn nebo télni tekutina

Koncentrace Pozndamky

(ug -ml™)

Kohouti hiebinek 7500 Zviteci tkan se zdaleka nejvySSim obsahem
hyaluronanu.

Lidské pupecni $iira 4100 Obsahuje ptedevSim hyaluronan S relativné
vysokou molarni hmotnosti.

Lidské synovialni 1400-3600 Objem synovialni tekutiny roste béhem zanétu,

tekutina to vede k poklesu koncentrace hyaluronanu.

Hovézi nosni chrupavka 1200 Casto se pouziva jako model chrupavky
Vv experimentalnich studiich.

Lidsky sklivec 140-340 Koncentrace hyaluronanu se zvySuje b&hem
zrani této tkané.

Lidskéa skara 200-500 Navrzen jako ,omlazujici“ latka pro
kosmetiku.

Lidské pokozka 100 Koncentrace hyaluronanu je vyssi okolo
bunék, které ho syntetizuji.

Krali¢i mozek 65 Predpokldda se, Ze hyaluronan snizuje
pravdépodobnost vyskytu mozkového nadoru.

Kralic¢i srdce 27 Hyaluronan je hlavni slozkou patologické
matrix, ktera se vyskytuje varterii pii
koronarni restendze.

Lidska miza 0,2-50 Nizka molekularni hmotnost hyaluronanu se
vysvétluje ptfednostnim piijmem velkych
molekul jaternimi bunkami.

Lidska mo¢ 0,1-0,3 Mo¢ je dulezitym zdrojem hyaluronidéz.

Lidské krevni sérum 0,01-0,1 Koncentrace hyaluronanu roste v séru s vékem

a U pacientu s revmatickou artritidou
a cirhdzou jater.
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2.1.4 Ziskavani kyseliny hyaluronové

Zviteci tkan¢, které obsahuji vysoké mnozstvi hyaluronanu mohou byt pouzity pro jeho
izolaci. K izolaci Cistého hyaluronanu je zapotiebi n¢kolika separa¢nich technik, jakymi jsou
Stépeni proteazami, lyofilizace nebo membranova ultrafiltrace. NejvétSim rozdilem
v ziskdvani kyseliny riznymi metodami je jeji vysledna molekulova hmotnost, na které zavisi
vétSina jejich vlastnosti. Pii ziskavani kyseliny hyaluronové z kohoutich hiebinki byly tyto
tkan¢ zmrazeny, aby doSlo k poruSeni bunééné membrany. DalSim krokem je extrakce
hyaluronanti do vody a jejich nasledné vysrazeni organickymi rozpoustédly. VEtsi mnozstvi
kyseliny neZ metodami extrakce ze zvifecich tkani je produkovano bakteriemi Streptococcus
zooepidemicus nebo Streptococcus equil. Z bakterii lze pfipravit hyaluronan o relativné
vysoké Cistoté, ale pomérné nizké molekulové hmotnosti, zatimco hyaluronan ziskavany
extrakci naptiklad z kohoutich hiebinki ma molekulovou hmotnost obvykle vyssi [4],[6].

2.1.5 Syntéza kyseliny hyaluronové

Syntéza probiha v Siroké fadé¢ bunék, a to za pomoci enzymi hyaluronan syntaz HAS.
V soucasné dobé byly u savci identifikovany tfi druhy hyaluronan syntdz, a to HASI,
HAS2 a HAS3. Tyto syntazy ovliviiuji velikost vznikajiciho fetézce a mnoZstvi vznikajiciho
hyaluronanu. Hyaluronan je na rozdil od ostatnich glykosaminoglykanii syntetizovan na
vnitini strané cytoplasmatické membrany a jeho vznikajici fetézec je postupné vytlacovan do
extracelularniho prostoru. Diky tomu mohou vznikat fetézce o velké molekulové hmotnosti.
Rust fetézce probiha postupnym piipojovanim monosacharidové jednotky z uridindifosfo-
glukoronové kyseliny (UDP-GIcA) a uridindifosfo-N-acetylglukosaminu (UDP-GIcNACc) za
uvolinovani molekul UDP na redukujici konec molekuly [1], [5], [7].

HAS proteiny jsou syntetizovany v endoplasmatickém retikulu. Odkud se prostfednictvim
Golgiho aparatu dostavaji na plasmatickou membranu, kde dochazi k jejich aktivaci [8].

2.1.6 Syntéza kyseliny hyaluronové bakteriemi

Kyselina hyaluronova je syntetizovana bakteriemi Streptococcus zooepidemicus nebo
Streptococcus equil za anaerobnich podminek v médiu obohaceném o oxid uhli¢ity. Oddé€leni
vzniklého polysacharidu od bakterii je provadéno vyhubenim bakterii za pouziti kyseliny
trichloroctové. Po odstranéni bakteridlnich bunc¢k a zkoncentrovani polysacharidu dochazi
k jeho izolaci a cCisténi srazenim a rozsuspendovanim. Rozsuspendovana kyselina se poté
lyofilizuje. Takto pfipravena kyselina ma pramérmou molekulovou hmotnost 55 kDa
a obsahuje 0,03 az 0,3 % bilkovin. Tento produkt nema, na rozdil od kyseliny ziskavané
z kohoutich hiebinkli nebo z pupecni $niry, tak Siroké vyuziti a to v dusledku své malé
molekulové hmotnosti. Metoda syntézy bakteriemi vSak pfinasi vysoké vytézky kyseliny
0 vysoké Cistoté, a to pfi relativné nizkych nakladech [9].
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2.1.7 Degradace hyaluronanu

Kyselina hyaluronova, jakozto biopolymer o velké molekulové hmotnosti, podléha velmi
snadné degradaci. Degradace mize byt mechanickd nebo chemicka. Mechanickou degradaci
se rozumi degradace bud’ tepelna, nebo pomoci ultrazvuku. Chemickou cestou muize byt
molekula rozlozena enzymaticky nebo volnymi kyslikovymi radikaly.

Pti ultrazvukové degradaci jsou rychleji rozlozeny fetézce s nizS§i molekulovou hmotnosti.
| presto, Ze byl proveden vyzkum za pouziti riznych vzorka hyaluronanu i rizné ultrazvukové
energie, veédci se shoduji, ze ultrazvukem nelze fetézec polymeru rozlozit az na monomerni
jednotky.

Degradace volnymi radikdly je vedlej$i reakci pifi zanétech. Enzymaticky generované
kyslikové radikéaly zpisobuji degradaci hyaluronant v synovialni tekutin€é. Volné radikaly
nahodné odstépuji postranni skupiny z fetézce, coz ma dopad na tercialni strukturu. Rozpad
tercialni struktury zpiisobuje vyrazné snizeni viskozity v synovialni tekutiné. Rovnéz vznikaji
velmi reaktivni aldehydy. Pfed degradaci mohou chranit hyaluronan lapace radikald, kterymi
jsou chelatacni ¢inidla obsahujici Zelezo. Tato ¢inidla blokuji vznik radikala.

NejrozsitenéjsSim typem degradace v biologickych prostfedich je enzymaticka degradace za
katalyzy enzyml hyaluroniddz. Tyto enzymy se v nékteré literatufe také oznacuji pojmem
hyazy. Hyaluronidazy mtzeme rozdélit do tfech skupin. Prvni z nich jsou savéi neboli endo-
B-N-acetylhexosaminidazy. Tyto enzymy S§tépi B-1,4-glykosidickou vazbu za vniku
tetrasacharidii a hexasacharidi. Druhou skupinou jsou bakteridlni hyaluronidazy, které
pomoci P-eliminace S$tépi molekuly hyaluronanu na disacharidové jednotky. Posledni
skupinou jsou hyaluronidazy, které $tépi p-1,3-glykosidickou vazbu za vzniku tetrasacharidi
a hexasacharidi. Tyto enzymy byly objeveny v korysich, pijavicich a dal§ich parazitech

[1], [6].
2.1.8 Receptory pro hyaluronany

Proteiny vazajici hyaluronan jsou soucasti extracelularni matrix a jsou zapojeny do pfenosu
signalu mezi bunkami. NejrozsifenéjSim receptorem je protein CD44. Tento protein je
transmembranovy a ucastni se fyziologickych interakci buiika-buika a bunika-matrix, bunécné
adheze, migrace a diferenciace. CD44 existuje v mnoha izoformach, znichz nékteré
hyaluronan nevazi. Dal$im receptorem spodobou funkci je RHAMM-receptor for
hyaluronan-mediated motility. RHAMM receptor je na rozdil od CD44 umistén uvnitf bunky,
je tedy intraceluldrni. Vné builky je exprimovan jen ve velmi malém mnoZstvi a za
specifickych podminek [1], [5], [8].
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2.1.9 Derivaty kyseliny hyaluronové

Hylany jsou sitované derivaty vznikajici reakci formaldehydu, dimethylmocCoviny nebo
polyisokyanatu s kyselinou hyaluronovou v prostfedi s neutralni hodnotou pH. Touto
metodou dochdzi k pripraveé gell, které jsou stejné jako hyaluronany vysoce biokompatibilni,
Vyznac¢uji se ale rozdilnymi fyzikdlnimi a reologickymi vlastnostmi. Tyto gely jsou také
charakteristické vysokym obsahem vody. Nachazeji Siroké vyuziti v distribuci 1é¢iv. PouZzivaji
se také jako povrchova uprava kontaktnich ¢ocek zabranujici jejich vysychani.

Dalsimi derivaty jsou napiiklad estery kyseliny hyaluronové, které jsou ve vodé nerozpustné.
Jejich vlastnosti se vyrazné 1isi od vlastnosti kyseliny. Estery se stdvaji pfedmétem zajmu jako
mozné latky pro pouziti v kryti ran nebo uvoliiovani 1é¢iv [6].

2.1.10 Pouziti kyseliny hyaluronové a jejich derivatia v praxi

Pro své unikatni vlastnosti, jakymi jsou zejména elasticita a schopnost vazani velkého
mnozstvi vody, nachazi v soucasné dob¢ kyselina hyaluronova i jeji derivaty Siroké vyuziti.
Hyaluronany jsou dokonale biokompatibilni a biodegradabilni. Neni proto velkym
prekvapenim, ze za obdobi poslednich nékolika let doslo ke schvaleni fady patent v oblasti
vyuziti hyaluronand ve farmaceutické, chirurgické nebo kosmetologické praxi.

2.1.10.1. Oftalmologie

Hyaluronan je hlavni slozkou o¢niho sklivce a vzhledem ke svym unikdtnim viskoelastickym
vlastnostem je dilezitou latkou pro pouziti v oftalmologii. PouZziva se naptiklad jako ochrana
endotelu rohovky pfi jeji transplantaci. Diky své elasticit¢ chrani také ocni bunky pifed
poSkozenim zplsobenym kontaktem s chirurgickymi néstroji nebo s implantaty. Dale se
pouziva jako prevence proti vysychani o¢ni sliznice pfi operacich. Dobré visk6zni vlastnosti
usnadiiuji mrkani atim plsobi proti Unavé o¢i pifi dlouhodobém pouzivani. V porovnani
s vodou je schopen déle udrzet a postupné uvoliiovat 1é¢ivo, a proto se pouziva také v ocnich
kapkach [4], [6].

2.1.10.2. Ortopedie a revmatologie

Hyaluronan se také pouziva v kloubech postizenych artritidou. Pfi artritidé dochéazi ke
ztuhnuti kloubli, coz vede k velké bolestivosti. V pribehu zivota dochdzi k postupné
degradaci polymernich sacharidii. Lécba spociva v aplikaci davek kyseliny hyaluronové do
synovialni tekutiny, coz sniZuje bolestivost a podporuje reparaci poSkozené tkané [4].

2.1.10.3. Dermatologie a plastickd chirurgie

V plastické chirurgii je hyaluronan pouzivan k vypliovani oblicejovych vrasek a reparaci
jizev. Piipravky na bazi kyseliny hyaluronové na sebe vazi vodu, a tim vypliuji prazdné
prostory. Na rozdil od pfipravkl na bazi kolagenu maji ptipravky s kyselinou hyaluronovou
delsi ucinnost, 1 pfesto je tieba jejich aplikaci pravidelné opakovat.
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Zvazuje se také pouzivani kyseliny hyaluronové jako ndhrady silikonového gelu
v silikonovych implantatech [4], [6].

V chirurgii se kyselina hyaluronova pouziva jako prevence vzniku pooperacnich adhezi neboli
srustli. Sristy vznikaji jako nasledné komplikace po operacich dutiny bfiSni nebo panevni.
Dochazi k abnormalnimu srustu tkané s organy, coz muze zpusobit vazné komplikace.
Aplikace kyseliny hyaluronové vede ke snizeni rizika vzniku téchto adhezi [6].

2.1.10.4. Hojeni ran

Ptipravky obsahujici kyselinu hyaluronovou se pouzivaji zejména jako kryty ran. Svymi

Pouziti pripravku Hyiodine pri hojeni ran

Preparat Hyiodine, ktery byl vyvinut pro [é¢bu chronickych ran, je kombinaci
vysokomolekularniho hyaluronanu a jodu. Kyseliny hyaluronova je, se svoji schopnosti vazat
asi 1 000krat vice vody nez je jeji vlastni hmotnost, nejvice hydrofilni molekulou v lidském
organismu. Stimulaci bunécného dé€leni v oblasti hojeni se podili na procesu tvorby novych
kapilar. Dale se podili na regulaci zanétlivé reakce. Jod je zde pouzit diky svym spolehlivym
dezinfekénim schopnostem a minimélnim vedlejsim G¢inkim. Pfitomnost jodu pomaha také
pfi stabilizaci molekul kyseliny hyaluronové, nebot’ jeho desinfekéni vlastnosti reguluji
¢innost hyaluronid4z. Pfipravek Hyiodine ma unikétni antiadhezivni uc€inky, zabraiuje
maceraci okolni kize a zlepSuje podminky pro granulaci a epitelizaci rany. Na ranu se
priklada jako kryti gdza nasycend timto preparatem. Kyselina hyaluronova zde slouzi také
jako scafold pro tvorbu mezibunééné hmoty [10].

RUSTOVE FAKTORY
PRITAHOVANE KYSELINOU
HYALURONOVOU

Obr. 3: Pouziti piipravku HYIODINE pfi hojeni ran [11]
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2.1.10.5. Podavani léciv

Misto uc¢inku 1é¢iva v organismu je dano mistem absorpce, coz je ovlivnéno rychlosti a mirou
prostupu léciva pres biologické membrany, a také vlastnostmi daného léciva. Jakymi jsou
jeho rozpustnost, velikost molekul, hydrofilni nebo hydrofobni charakter a hodnota pH. Pti
pouziti kyseliny hyaluronové jako nosice 1é¢iv dochazi ke zméné jedné ze tiech reaktivnich
skupin pfi soufasném zachovani biokompatibility a k vytvofeni vazby s danym 1écivem.
Kyselina hyaluronova je diky své vysoké molekulové hmotnosti idealnim feSenim pii snaze
0 dodani 1é¢iva do lymfatickych uzlin. Vysokd molekulova hmotnost zabranuje difundovani
1é¢iva do krevniho ob¢&hu, a tim usnadni transport pomoci lymfy [6].

2.1.11 Moznosti analyzy kyseliny hyaluronové

Hyaluronany, jakozto vysokomolekuldrni latky, 1ze analyzovat fadou modernich analytickych
metod.

2.1.11.1. Pouiiti kapildarni z6nové elektroforézy pii analyze hyaluronanu

Kapilarni elektroforéza je reprodukovatelna a citliva technika pro kvantifikaci a charakterizaci
hyaluronanu ve vzorku sklivce. Byla také pouzita pro analyzu chondroitin sulfatu
a dermatansulfatu jako odvozenych disacharidu.

Kapilarni elektroforéza s detekci UV absorbance pfi 200 nm byla pouzita naptiklad pro
separaci a kvantitativni analyzu glykosaminoglykanu hyaluronanu Vv lidském a hovézim
sklivci. Kalibrace byla provedena za pouziti standardu vytvotfeného z hyaluronanu o znamé
koncentraci, ktery byl ziskan zpupeéni $iiry. Cistota daného standardu byla ovéfena
metodou nuklearni magnetické rezonance.

Hyaluronan je hlavni sloZkou o¢niho sklivce a ve spojeni s kolagenem hraje dileZitou roli pfi
stabilizaci struktury gelu obsazeném ve sklivci.

Vzorek byl injektovan pod tlakem po dobu 5 sekund a separace bylo dosazeno v fosfat-
boratovém pufru s ptidavkem SDS o pH 9 aplikaci napéti o hodnoté 15 kV.

Na vysledném elektroforegramu byl pik viditelny pti 14,06 minutach. Zaroven z vysledki této
studie vyplyva, Zze obsah hyaluronanii v hovézim sklivci je nckolikanasobné vyssi nez
Vv lidském.

Tato metoda je kompletné reprodukovatelnd, jednoducha a Ize ji pln¢ automatizovat. Nejnizsi
koncentrace hyaluronanu, kterou lze stanovit se pohybuje v okoli 25 pg -ml™. Z vysledki
vyplyva, Ze tato metoda neni plné dostacujici k analyze koncentrace hyaluronant ve vodnych
roztocich, zatimco pro stanoveni v gelu je vhodna [12].
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2.1.11.2. Pouziti HPLC pii analyze hyaluronanu

Dalsi moznosti analyzy hyaluronant je pouziti vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Pii
pouziti této metody je vSak nutné vysokomolekuldrni hyaluronany rozstépit, ato bud’
pouzitim hyaluronidaz, coz je nakladné, nebo pomoci kyseliny sirové. Vzorky se ptipravi
rozpu$ténim 150 mg hyaluronanu v 100 ml destilované vody. Takto pifipravené vzorky musi
byt uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C, stabilni vydrzi po dobu maximalné 2 tydnti. Poté
muze dojit k bakteridlni kontaminaci. Pro méfeni je nutné upravit pH vzorki na hodnotu 5.

K analyze se jako mobilni faze vyuziva smés vody a methanolu nebo vody a acetonitrilu
V obou piipadech v poméru 96:4. Takto ptfipravené smési se musi odplynit pomoci ultrazvuku
a uchovévat v pevné uzavienych lahvich. Mobilni faze protéka rychlosti 0,8 ml za minutu.
Vinova délka detekce je 280 nm v ptipadé mobilni faze s methanolem a 195 nm v ptipadé
acetonitrilu. Vysledky méfeni vykazuji dobrou linearitu pro koncentraci v rozmezi
5-1500 ug -ml™ a také vynikajici reprodukovatelnost. V porovnani s kapilarni zénovou
elektroforézou je limit detekce v piipadé€ pouziti HPLC asi 10 krat nizsi [13].

2.1.11.3. Analyza pomoci LC-ESI-MS

Jednou z dalsich moznosti kvantifikace kyseliny hyaluronové a jejich fragmentu, je vyuziti
tandemovych technik. Spojenim vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie Ize dosahnout unikatnich vysledkt. Tyto techniky musi byt propojeny pomoci
ioniza¢niho zdroje, tim miiZe byt v tomto pfipadé elektrosprej. Pro dosazeni lepSich vysledku
muiZe byt ptipojen druhy hmotnostni spektrometr [14].
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2.2 Elektromigracni metody

Za elektromigracni neboli elektroforetické metody je oznaCovan soubor technik vyuzivajici
pohyb ionizovanych ¢astic v elektrickém poli. Elektromigra¢ni metody Ize pouzit pro separaci
latek nizkomolekularnich i vysokomolekularnich. Rozpusti-li se latky s nabojem v elektrolytu
a nasledn¢ je tato soustava umisténa do elektrického pole, zacnou se latky pohybovat
konstantni rychlosti, kterd je umérna velikosti jejich naboji. Anionty se pohybuji k anodé¢,
zatimco kationty ke katod¢. Velikost rychlosti pohybu cCastice je ovlivnéna jeji hnaci silou.
Tou je sila elektrického pole, proti niz ptisobi brzdici sila vnitiniho tfeni. Pti elektroforéze
dochazi k velmi rychlému ustaveni rovnovahy mezi témito silami. Rychlost pohybu latky
muze byt dale ovlivnéna viskozitou prostiedi, pH roztoku, iontovou silou roztoku, koncentraci
pouzitého elektroforetického pufru a velikosti iontii. Pro elektroforézu na pevném nosici patii
mezi ovliviiuyjici faktory také porovitost nosice nebo interakce danych iontd s nosicem.
Separace elektroforetickymi metodami je Usp&Sna jen v piipad¢, Ze separované latky maji
dostate¢né odlisné hodnoty efektivni elektroforetické pohyblivosti [15].

2.2.1. Vyvoj metody

Elektroforéza byla poprvé ptedstavena v roce 1930 Arne Wilhelm Kaurin Tiseliem, ktery ji
popsal ve své praci, jez se zamé&fovala na odd€lovani bilkoviny krevni plasmy albuminu od
globulind. Za tento objev byla tomuto $védskému biochemikovi Vroce 1948 udélena
Nobelova cena za chemii. Od té¢ doby prosla metoda fadou vyznamnych zmeén. V roce 1967
byla pfedstavena moZnost provadét separaci pomoci elektroforézy v 300 um sklenéné trubici
a detekovat slouceniny pomoci absorpce ultrafialového zateni. Toto feSeni se vSak nesetkalo
S uspéchem a bylo brzy nahrazeno. Dalsi variantou byla 100 um kiemenna kapilara a napéti

30 kV [16].

Pii experimentu vroce 1930 byla pouzita volna elektroforéza neboli elektroforéza
pohyblivého rozhrani. Tato metoda spoc¢iva v umisténi roztoku proteint do trubice ve tvaru U.
Roztok proteinii se na obou strandch prevrstvi pufrem. Plsobenim napéti a vytvofenim
elektrického pole dochazi k pohybu iontt k elektrodam s opa¢nou polaritou. Jednotlivé ¢astice
se pohybuji riznou rychlosti, coz vede ke vzniku pohyblivych rozhrani.

Tato metoda byla po Case nahrazena zonovou elektroforézou neboli elektroforézou na nosici.
Pfi této metod¢ se vzorek pohybuje na pevném podkladu, kterym mize byt filtracni papir,
celuldza nebo gel (Skrob, agar,...). Nedochazi zde ke konvekénimu michani v takové miie
jako u volné elektroforézy, coz umoznuje lepsi oddéleni slozek na jednotlivé zony [15].

2.2.2. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza patii mezi pomérné mladé metody. Jiz od jejiho prvniho uvedeni vsak
jeji popularita roste a dnes je hojn€ uzivana jako analytickd metoda k separaci malych iontd,
neutralnich molekul i1 velkych biomolekul. V dnesni dob¢ se kapilarni elektroforéza pouziva
v Sirokém spektru oblasti chemie, biochemie nebo farmacie. S kapilarni elektroforézou se Ize
setkat v oborech, jakymi jsou napfiklad analytickd chemie, forenzni chemie, klinicka chemie,
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organické chemie, farmaceuticky primysl, molekularni biologie a dalsi. V praxi se setkavame
s fadou modifikaci jako je kapilarni zoénova elektroforéza, kapilarni gelova elektroforéza,
micelarni  elektrokinetickd chromatografie, kapildrni isoelektrickd fokusace nebo
izotachoforéza. Modifikace se 1i§i zejména v typu kolony. Kifemenné kapilary se pouZzivaji pro
kapilarni zonovou elektroforézu. Po piidavku micel do pufru se metoda nazyva micelarni
elektrokinetické chromatografie. Pfidavek chiralniho €inidla do pufru se pouziva k déleni
racemické smési. Je-li kapilara naplnéna gelem, pfechazime ke kapilarni gelové elektroforéze
[16].

2.2.3. Princip metody

Pii elektroforéze je vkladdno stejnosmérné napéti na elektrody, které jsou vyrobeny
z inertniho materialu, jako je platina nebo uhlik. Kationty, ionty s pozitivnim nabojem, jsou
pritahovany ke katod¢, ktera je nabita zaporn¢€, a naopak anionty, zaporné nabité ionty, putuji
smérem ke kladn€ nabité anodé. Velikost pfitazlivé sily je ovlivnéna velikosti ndboje dané¢ho
iontu a koncentra¢nim gradientem v roztoku. Rychlost vysledného pohybu je také ovlivnéna
odporem prosttedi. Rychlost pohybu velkych iontl je mensi nez rychlost pohybu téch malych.
Velikost ionti je dana jejich relativni molekulovou hmotnosti. Dal§im vyznamnym faktorem
je elektroosmoticky tok (viz Obr. 4). Jedna se o pohyb vrstvy kationtd z kapaliny po vrstvé
zaporn¢ nabitych silanolovych skupin, které se nachazi na wvnitini stén¢ sklenéné nebo
kifemenné kapilary. Vznika elektrickd dvojvrstva, kterd se skladd z pevné a pohyblivé vrstvy
kationtt elektrolytu. Pohybujici se vrstva ssebou v dusledku viskozity strhava i dalsi
molekuly okolni kapaliny, coz vede k pohybu roztoku jako celku smérem ke katodg. Cela
metoda je tedy zaloZena na rozdilech v rychlostech pohybu jednotlivych iontt [17], [18].
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Obr. 4: Elektroosmoticky tok
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Kapilara, ktera je naplnéna -elektrolytem, je ob&éma konci zanofena do zéasobniki
s elektrolytem. Na kapilaru je aplikovano elektrické napéti v hodnotach 5-30 kV. Do kapilary
se davkuje malé mnozstvi vzorku. Vzorek je po prichodu kapildrou analyzovan nejcastéji ve
fotometrickém detektoru umisténém na konci kapilary. Z odezvy detektoru je vyhodnocovan
zaznam v zavislosti na cCase. Tento zdznam se nazyva elektroforegram, dfive
elektroforeogram. Poloha pikit na elektroforegramu udava kvalitativni informaci
0 stanovované latce, zatimco plocha piku uréuje jeji mnozstvi [19].

2.2.4. Instrumentace

Schéma pfistroje je zobrazeno na obrazku. (viz Obr. 5)

Kapilara Poditac

4 Detektor

I a — Katoda
Elektrolyt Elektrolyt

Vialka se vzorkem

Anoda

Zdroj vysokého
napéti

Obr. 5: Schéma instrumentace kapilarni elektroforézy [20]
2.24.1. Kapilira

Kapilary pro kapilarni elektroforézu jsou vyrabény ztaveného kiemene s ochrannym
polyimidovym obalem, ktery je v misté detektoru odstranén. Kiemenné sklo bylo pro vyrobu
kapilar zvoleno z toho divodu, ze dokonale propousti ultrafialové zateni. Kapilara obvykle
meéti 25-100 cm a mé vnitini primér 25-75 pm. Ke sniZeni absorpce vzorku nebo ke zméné
iontového naboje na vnitini sténé kapilary se pouziva chemickd modifikace vnitiniho povrchu
kovalentnim vazanim rdznych latek. Naboj vnitini stény kapilary je silné zavisly na pH
roztoku. Nejkyselejsi ze silanolovych skupin disociuji jiz pti pH 2. Se zvysujici se hodnotou
pH roste 1 negativni naboj kiemene, a to az do hodnoty pH rovny 10, kdy je hydrolyza
silanolovych skupin tak silna, Zze dochazi k depolymerizaci kiemene. K udrzeni povrchového
naboje stény kapilary v pribc¢hu méfeni je nutné promyvat kapilaru hydroxidem sodnym nebo
draselnym. Negativni naboj na sténé neni pohyblivy, ale pfitahuje k sob& kationty z roztoku.
Vznika tak elektricka dvojvrstva [19], [21].
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2.2.4.2. Davkovini

Déavkovani vzorku je provadéno na konci kapilary, ktery je vice vzdalen od detektoru.
Mnozstvi davkovaného vzorku se pohybuje v rozmezi 10-100 nl. Nejbéznéji pouzivanym
zpusobem davkovani vzorku je davkovani tlakem neboli hydrodynamické davkovani. V tomto
ptipad¢ je na nadobku se vzorkem aplikovan zvySeny tlak, ktery vhani vzorek do kapilary.
Rozdil tlakii na obou koncich kapilary spole¢né s dobou, po kterou je tlak aplikovan uréuje
mnozstvi nadavkovaného vzorku.

Dalsi moznosti je méné pouzivané elektrokinetické davkovani, které je zalozeno na vhanéni
vzorku pfivadénim stejnosmérného napéti. V tomto piipadé musi byt v piistroji umisténa dalsi
pomocnd elektroda, na kterou se toto napéti vklada. Tato metoda je zatizena nevyhodou danou
rychlosti migrace jednotlivych ¢astic vzorku pod napétim. V dusledku rozdilnych migra¢nich
rychlosti se méni kvantitativni zastoupeni iontli ve vzorku [19], [21].

2.2.4.3. Detektor

Ditlezitou soucasti kazdého pfistroje je detektor. Nejbéznéji pouzivané detektory jsou
zalozeny na absorpci ultrafialového zareni. Detektory s vyssi citlivosti vyuzivaji fluorescenci.
Vysokou citlivosti disponuje detektor s laserem indukovanou fluorescenci. Pti optické detekci
je opticka drdha dana primérem kapilary, to je 50 az 75 um. Optickd draha se da zvétsit
vyuzitim kapilary s bublinovou detekéni celou [21].

Dale lze vyuZit propojeni s metodou hmotnostni spektrometrie, kterd poskytuje analyzu
vzorku i z hlediska struktury analyzovanych latek [19].

2.2.5. Techniky kapilarni elektroforézy

Pro detekci rliznych analytl, které nelze klasickou metodou stanovit nebo jejich stanoveni
neni dostatené presné, byly postupné vyvinuty dalsi techniky kapilarni elektroforézy, coz

v

ptispélo k jejimu rozsifeni a hojnéjSimu pouzZivani.
2.25.1.  Kapilarni zonova elektroforéza

Pti kapilarni zonové elektroforéze (CZE) je vzorek nanasen aplikaci pfetlaku na jeden konec
kapilary po pfesné stanovenou dobu a je sledovan jeho prichod kapilarou s konstantni
hodnotou prochazejiciho proudu. Vzorek je nanasen do zakladniho elektrolytu, jehoz
koncentrace je obvykle vyssi nez koncentrace vzorku. Béhem prichodu dochézi k rozdéleni
ionti na zaklad¢ rtzné rychlosti jejich pohybu. Vznikajici zony, které obsahuji jednotlivé
slozky dé€lené smési, poté prochazi detektorem. Pomoci této metody je mozné délit Siroké
spektrum latek od malych anorganickych iontti az po vysokomolekularni latky. Velky vyznam
ma kapilarni zoénova elektroforéza i1 v oblasti klinické chemie a biochemie, kde slouzi
predevsim k analyzam sérovych proteint [18], [22], [23].
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Vyznamné je také vyuziti v kombinaci s izotachoforézou. V tomto pfipad¢ se izotachoforézy
vyuziva jako predseparacni techniky. Tato kombinace se uplatiiuje napiiklad pii stanovovani
stopovych kationtovych necistou v iontovych kapalinach [22].

2.2.5.2.  Kapilarni gelova elektroforéza

Pii této metodé se pouzivaji kapilary naplnéné gelem. Ten pomaha pii separaci molekul,
jejichz pomér naboje a hmotnosti je ptilis blizky pro kapilarni elektroforézu a nedaji se proto
klasickou metodou rozlisit. Tato metoda nachazi uplatnéni zejména v biochemii, a to pfi
separaci molekul DNA a proteini. Gely také zabranuji elektroosméze, konvekci
a minimalizuji difuzi roztoku, coz napomahd lepSimu rozliSeni. Nevyhodou je nemoznost
separace neutralnich molekul, které se bez pfitomnosti elektroosmotického toku nepohybuji.
Tento problém se vSak da vyfeSit pfidanim povrchové aktivnich latek, které vytvoii
micely (viz nize) [19], [21].

2.25.3. Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

Tato metoda byla vyvinuta pro separaci nenabitych sloucenin, které se nedéli pouZzitim
kapilarni elektroforézy ve volném roztoku. Separace se provadi v roztoku elektrolytu
s vysokou hodnotou pH a vysokym obsahem povrchové aktivnich latek. Povrchové aktivni
latky pti dosaZeni urcité koncentrace, jez se nazyva kriticka miceldrni koncentrace, zacinaji
tvofit prostorové agregaty zvané micely. Micely maji tvar kuli¢ek, na jejichz povrchu jsou
umistény hydrofilni ¢asti a do jejichz jadra se shlukuji hydrofobni fetézce a vytvari tak
nepolarni jadro. Nepolarni jadra pak tvofi takzvanou pseudostacionarni fazi, do které se vedle
vodného pufru jako mobilni faze, rozd€luji slozky vzorku. Latky vice zadrzované micelami
maji delsi retencni Cas. Nékteré latky mohou byt zcela enkapsulovany do micel. Tato metoda
je hojné vyuzivana pro separaci ve vod€ nerozpustnych slou€enin, jakymi jsou naptiklad
steroidy [19].

2.25.4. Kapilarni isoelektrickd fokusace

Tato metoda se pouziva k separaci amfolytl, jakymi jsou naptiklad aminokyseliny, peptidy
nebo proteiny. Pfi separaci se vyuzivaji produkty elektrodovych reakci k vytvofeni gradientu
pH mezi anodou a katodou. Prochazi-li takovymto prostfedim aminokyselina nebo peptid
pohybuje se vlivem zéporného naboje v alkalickém prostiedi k anodé a naopak v kyselém
prostiedi se vytvaii kladny naboj, ktery vede pohyb smérem ke katod¢. Tyto pohyby se
stfidaji tak dlouho, nez vzorek doputuje do prostfedi svého izoelektrického bodu, kde je jeho
pohyblivost nulova. Na tomto misté se analyt zakoncentruje, a poté je detekovan. Tato metoda
ma vysokou separac¢ni G¢innost a vyjimecnou zakoncentrovavaci schopnost [18], [19], [23].
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2.2.5.5.  Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni elektrochromatografie je technika, ktera kombinuje principy kapilarni elektroforézy
a vysokoucinné kapalinové chromatografie. Jako kolony jsou pouzivany kapilary, které jsou
naplnény mikro¢asticemi stacionarni faze o rozmérech 1,5-5 um. Pohyb mobilni faze je
zajistovan aplikaci stejnosmérné¢ho napéti, které vyvolava elektroosmoticky tok. Separace
slozek probiha na stejném principu jako v ptipadé vysokoucinné kapalinové chromatografie,
coz je rozdé€leni separované slozky na zéklad¢ interakci s mobilni a stacionarni fazi. Kapilarni
elektrochromatografie je technika vhodna pro pouziti k separaci nabitych i neutralnich latek
riznych velikosti, od jednoduchych molekul po velké biomolekuly, coz ji ptfedurcuje Sirokou
moznost aplikace v odvétvich, jakymi jsou biochemie nebo farmakologie [19].

2.25.6. [Izotachoforéza

V izotachoforéze jsou pouzity dva rizné elektrolyty s odliSnou pohyblivosti iontt. Kapilara je
naplnéna vedoucim elektrolytem, do prostoru druhé elektrody je umistén koncovy elektrolyt.
Roztok vzorku je vnaSen mezi oba elektrolyty. Rizné slozeni elektrolyt zplsobuje, ze
v riznych mistech kapilary prochézi proud sriznou vodivosti. Napiiklad pii separaci
a stanoveni ionti Na* a K™ se pouzivé jako vedouci elektrolyt roztok kyseliny chlorovodikové
ajako koncovy elektrolyt roztok chloridu lithného. Pfi takto zvolenych elektrolytech ma
kationt vedouciho elektrolytu, tedy H*, maximalni pohyblivost, zatimco kationt koncového
elektrolytu Li* ma pohyblivost nejnizsi. Pritok konstantniho proudu vyvola gradient napéti,
diky kterému se ionty o rizné pohyblivosti uvedou do pohybu o stejné rychlosti. Plisobenim
elektrického proudu vznikaji zony, v nichZ se pohybuji kationty analytu. Na méné pohyblivé
Na" ionty pisobi vétsi hnaci sila, vytvati se tedy vétsi potencidlovy gradient. Na pohyblivéjsi
kationty K ptisobi mensi hnaci sila. Ve vysledku se tedy vSechny zény pohybuji stejnou
rychlosti. Hranice jednotlivych zén jsou velmi ostré, coz zpusobuje samozaostfovaci efekt.
Dostane-li se kation do zony, ktera putuje pred zoénou, do které sam patfi, je snizenim hnaci
sily zpomalen a vracen zpé&t do své zOny. Samozaostfovaci efekt funguje i pfi zpomaleni
kationtu do zony méné pohyblivého kationtu. Izotachoforeticky Ize stanovit jen kationty nebo
anionty. Vyhodnoceni se provadi méfenim gradientu napéti nebo pomoci fotometrického
detektoru UV-VIS. Pii méfeni gradientu je vysledkem schodovity zdznam zén, pfic¢emz vyska
z6ny udava kvalitativni udaj a délka zony udaj kvantitativni [18], [19].

2.2.6. Porovnani s dal§Simi metodami

Kapiléarni elektroforéza mize byt pouzita pro separaci a analyzu velkého mnozstvi riznych
latek. Organické molekuly, anorganické ionty 1 velké biomolekuly mohou byt separovany pfi
pouziti stejného pfistroje a v mnoha ptipadech i za pouziti stejné kolony. Zasadni proménnou
je tedy slozeni pouzivaného pufru. Kapilarni elektroforéza ma nejvyssi rozliSovaci schopnost
ze vSech technik vyuzivajicich kapalné faze. Kapilarni elektroforéza je rychla, jednoducha,
lze automatizovat a poskytuje kvantitativni data, mize byt kombinovéna s dalS$imi technikami,
jako jsou vysokoucinna kapalinovéa chromatografie, hmotnostni spektrometrie nebo nuklearni
magnetickd rezonance. Dalsi nespornou vyhodou je minimalni spotieba vzorku 1 pouzivaného
pufru, coz omezuje odpad a pomaha tak v ochrané Zivotniho prostiedi [16].
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Tato metoda je Siroce vyuzivana ke stanoveni riznych aniont nebo kationt. Existuji studie
zabyvajici se rozdélenim 36 aniontd ve tiech minutach nebo 11 iontd kovu v osmi minutach.
Velké mnozstvi studii se zabyva délenim aminokyselin, peptidi nebo proteint. Déleni
aminokyselin je obtizné z diivodu jejich rozdilnych vlastnosti, nékteré jsou zasadité, jiné jsou
kysel¢é, nékteré jsou hydrofobni, dals$i hydrofilni. K déleni aminokyselin se tedy pouziva
micelarni elektrokinetickd chromatografie a jako detekce se pouziva laserem indukovana
fluorescence. Kapilarni elektroforézu lze také pouzit ke kontrole Cistoty syntetizovanych
peptidi. Dal§i moznosti vyuziti je separace latek z ptirodnich zdroji Rovnéz latky jako
antibiotika, flavonoidy, isoflavonoidy, steroidy, alkaloidy, nikotin, kofein nebo toxiny jsou
separovany s vyuzitim elektroforézy. Kapilarni gelova elektroforéza se uplatituje pro déleni
fragmentt nukleovych kyselin jakou je i DNA [16].
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EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie

Dodecylsiran sodny
(SDS)

e Kyselina askorbova

e Tetraboritan sodny
dekahydrat

¢ Hydrogenfosfore¢nan
disodny dodekahydrat

e Hydrogenfosfore¢nan
didraselny

o Dihydrogenfosfore¢nan
draselny

e Kiyselina citronova

o Kiyselina fosforec¢na

NaCy,H»5S0,
M, = 288,38
Sigma Aldrich
CAS 151-21-3

CsHgOs

M, = 176,12
Sigma Aldrich
CAS 50-81-7

NazB407 : 10H20
M, = 381,37

Lachema
CAS 1303-96-4

Na,HPO, -12H,0
M, = 358,14

Penta
CAS 10039-32-4

K;HPO,
M, =174,18

Penta
CAS 7758-11-4

KH,PO,
M, = 136,09

Penta
CAS 7778-77-0

CsHgO7

M, =192,12
Sigma Aldrich
CAS 77-92-9

HsPO,

M, = 98,00
Penta

CAS 7664-38-2
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Thiomocovina CH4N,LS
M, =76,12
Lach-ner
CAS 62-56-6

Hydroxid sodny NaOH
M, = 39,997
Penta
CAS 1310-73-2

Kyselina hyaluronova  (Cy,Hy;NO;:)n
M = 18-30, 80-130, 250-450, 1200-1400 kDa
Contipro a.s.
CAS 9004-61-9

3.2. Pouzivané pristroje

Kapilarni zéonova elektroforéza Agilent CE s DAD, Agilent Technologies, Némecko (Obr. 6)
Titrator TitroLine alpha plus TA10 plus, Si-Analytics, Némecko

Analytické vahy Scaltec SPB 31, Scaltec Instruments, Némecko

Autovortex SA6, Stuart Scientific, Velka Britanie

Spektrofotometr Specord 50 plus, Analytik Jena, Némecko

Magneticka michacka, IKA Color squid, IKA-Werke, Némecko

Dalsi bézné laboratorni vybaveni

Obr. 6: Kapilarni zonova elektroforéza Agilent
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3.3. Priprava zasobnich roztoki

3.3.1 Zasobni roztoky elektrolytu

Zasobni roztok zakladniho elektrolytu byl pfipraven rozpusténim vypocteného mnozstvi latky
V demineralizované vodé. Dané mnozstvi poZzadovanych latek bylo navazeno na analytickych
vahéch a rozpusténo v kddince. Obsah kadinky byl poté kvantitativné pfeveden do odmérné
banky. Odmérné baiika byla doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Takto pfipravené
roztoky byly uchovavany v chladnicce. U vSech pfipravenych elektrolytli byla zmétena
a zaznamenana hodnota pH. V pfipad¢ potieby upravy pH byla pouzita kyselina fosforecna.
Ptipravené zasobni roztoky elektrolytii mizete vidét na obrazku (viz Obr. 7).

Obr. 7: Zasobni roztoky testovanych zakladnich elektrolyta
3.3.2 Zasobni roztok kyseliny hyaluronové

Byly pfipraveny zasobni roztoky hyaluronanu o riznych koncentracich. Pro tucely
optimalizace podminek méfeni byly pfipraveny 1% roztoky tffi molekulovych hmotnosti
analytu, a to konkrétné¢ 15-30 kDa, 80-130 kDa a 250-450 kDa. Pro méfeni kalibraénich
zavislosti byl piipraven 2,5% roztok hyaluronanu o molekularni velikosti 15-30 kDa a 1%
roztok velikosti 250-450 kDa. Vypoctené potiebné mnozstvi analytu bylo navdzeno na
analytickych vahach a rozpusténo v roztoku pouzivaného elektrolytu. Pro optimalni
rozpus$téni celého mnozstvi navazky byly zdsobni baiiky umistény na magnetickou michacku
po dobu 24 hodin. Vznikly roztok byl uchovavan v lednici a pouzivan po dobu maximalné
3 tydn.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Optimalizace metody
4.1.1 Optimalizace pufra¢niho systému

Soucasti optimalizace metody byl vybér vhodného pufracniho systému, to je zakladniho
elektrolytu. Za timto ucelem byla pfipravena a K analyzam pouzita celd fada elektrolytd
o ruznych koncentracich a hodnotich pH. Prvnim z pfipravenych elektrolytli byla smés
roztokli hydrogen fosforeCnanu sodného, tetraboritanu sodného a dodecylsiranu sodného
(SDS). Tento elektrolyt byl pouzit v praci profesora Jamese Grimshawa [12]. Roztok
s vyslednou hodnotou pH rovnou deviti byl vyzkouSen samostatné i v kombinaci s analytem.
V disledku ptitomnosti micel SDS dochéazelo k ucpavani kapilary a jejimu ¢astému praskani,
proto byl tento elektrolyt pozdéji nahrazen vhodné&jsim. Dalsi komplikaci bylo uchovavani
vzorkli, kyselina hyaluronovd musi byt uchovavani v chladu, zatimco SDS obsaZené
v roztocich se v chladu srazi. Roztok elektrolytu uchovavany v chladni¢ce mutizete vidét na
obrazku (viz Obr. 8).

Obr. 8: Elektrolyt obsahujici SDS po vyjmuti z chladni¢ky

Jako dals$i mozZnost byla vybrdna smés hydrogenfosfore¢nanu  didraselné¢ho
a dihydrogenfosfore¢nanu draselného o pH 7,7. Tento elektrolyt byl pouZit v praci zabyvajici
se stanovenim hyaluronant ve farmaceutickych ptipravcich [13]. Do tohoto pufru byla pro
moznost nepiimé detekce pomoci UV-VIS detektoru pii vlnové délce 250 nm piidadvana
kyselina askorbova. Tento roztok byl vSak nestaly a pii jeho uskladnéni v chladnicce
dochazelo ke zméné zbarveni na zlutohnédé (viz Obr. 9), a to jiz po n€kolika dnech.
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Obr. 9: Elektrolyt s kyselinou askorbovou po 4 dnech od piipravy

Z tohoto diivodu byla nasledné tato smés pouzita bez kyseliny askorbové. Tomu byla
pfizplsobena 1 hodnota zaznamenavané vinové délky na 194 nm. Pfi dal§im optimalizacnim
kroku bylo vSak i toho jinak vyhovujici sloZeni nahrazeno. VSechny pouZité pufry a hodnoty

jejich pH jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Testované pufry a parametry jejich pouziti

Injektaz  Tloustka . _yp .., Vinova
N el Délka kapilary Napéti délka Pufr pH
50 mM fosfatovy
5 kPa 58,5 cm celkova (Na;HPO,)
0 dobu 55 75 um 50 cm 15kV 200 nm 10 mM boratovy 9
P k detektoru (Na,B40;-10H,0)
40 mM SDS
48,5 cm celkova
5 kPa ’ 40 mM fosfatovy
50 um 40 cm k 12kV 194 nm 7,7
po dobu 10s detektoru (K;HPO, + KH,PO,)
. 40 mM fosfatovy
5 kPa 64,5 cm celkova 250wnm’ (K,HPO, + KH,PO,)
50 um 56 cm 13kV  neptima . 7,7
po dobu 10 s + 10 mM askorbova
k detektoru detekce :
kyselina
5 kPa 52,5 cm celkova A H(IIIZIS;,SSM)OVY
75 um 44 cm 12kV  215nm i 4
po dobu 5 s + 10 mM kyselina
k detektoru . .
citronova
20 mM fosfatovy
52,5 cm celkova .
5 kPa 75 um 44 cm 12kv  215nm  (N&HPO. 2H;0) 6
podobu5s K detektoru + 20 mM fosfatovy
(NaH2PO4 . HzO)
20 mM fosfatovy
52,5 cm celkovéa .
945 75 um 44 cm 12kv  215nm  (N&HPO.2H0) o,
po dobu5s K detektory + 20 mM fosfatovy
(NaH,PO, -H,0)
52,5 cm celkova
. diépbi 5, 75um 44 cm 12kv  2150m 1.pr4 oreing 2
p K detektoru yselina fosfore¢na
52,5 cm celkova o
ok 75um 44.cm 18kV  215nm (f\loargl\gbf’lrggvg) 9,2
P k detektoru 2RaT S
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4.1.2 Optimalizace pH elektrolytu

Tvar 1 Sitka jednotlivych pika analytu jsou vyrazné zavislé na pH pouzivaného elektrolytu.
Z toho divodu bylo v prubé¢hu métfeni vyzkouSeno nékolik riznych elektrolytl o riznych
hodnotach pH. Vysledky méfeni jsou zaznamenany Vv grafech 1 a 2.

Z grafu (Graf 1) je patrné, Zze hodnota pH elektrolytu ovliviiuje i migracni ¢as daného analytu.
V ptipadé¢ hodnot pH 2 a4 byly tyto migracni Casy piili§ dlouhé, vice nez 20 minut,
a elektrolyty proto nevhodné. Nejlepsi variantou z hlediska doby analyzy je boratovy pufr
o0 pH 9,2.

V grafu (Graf 2) je zobrazen rozdil v tvaru piku jednotlivych molekulovych hmotnosti
hyaluronanu pii pH 6.

20 -
15+
2
E EOF EOF
=t 10 -
Té —pH 6,7
.20 —pHT7.7
25 ’
S \ .
g o] ‘
'5 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
t (min)
Graf 1: Porovnani vlivu pH na tvar piku analytu
20 ~
=15 - EOF
=) f
<
S
=10 -
‘a —HYA 250-450
5z g —HYA 80-130
8 51
§ —HYA 15-30
|
— 0 ke
_5 T T T T T T T
0 2 4 10 12 14

6 ¢ min) ®
Graf 2: Rozdily v tvaru piku u jednotlivych analytt pti pH 6
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4.1.3 Optimalizace koncentrace elektrolytu

Dalsim optimaliza¢nim krokem byl vybér vhodné koncentrace elektrolytu. Z grafu (Graf 3) je
patrné, ze v tomto piipadé koncentrace vyznamné neovliviluje migracni Cas analytu, ale ma
vliv na tvar piku. Pfi vys$si koncentraci je zakladna piku mensi a pik celkové uzsi. Z tohoto
diivodu byla pro dal§i méfeni zvolena koncentrace 0,05 mol -dm™,

35

30

25 - EOF
20

15 + ——0,05 Molarni
EOF ——0,01 Molarni

Inzenzita signalu (MAU)

0 _—.__LL 2 L (- e

-5 T T T T
0 2 4 6t (min) 8 10 12 14

Graf 3: Porovnani vlivu koncentrace elektrolytu na tvar piku
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4.1.4 Optimalizace vinové délky pro UV detekci analytu

Pro zvoleni optimalni vinové délky detekce hyaluronanu bylo proméieno absorpéni spektrum
analytu i zvolen¢ho elektrolytu. Timto méfenim bylo zjiSténo, Ze absorpéni maximum
elektrolytu je vrozmezi 195 az 205 nm, zatimco v pfipadé¢ hyaluronanu se pohybuje
V hodnotach 195 az 215 nm. Tato absorp¢ni spektra jsou uvedena v grafu (Graf 4). Na zakladé
vysledkli toho méteni optimélni vlnova délka 215 nm. Pfi této vinové délce elektrolyt jiz
témef neabsorbuje, zatimco kyselina hyaluronovda ma zde stile téméf své absorpcni
maximum.

3,5 -

3 -

N
(6}
|

N
1

—BGE
—HYA

Absorbance (-)
=
(@)

[EEN
1

o
(6]
1

-
T T

190 210 230 250 270 290 310 330 350
A (nm)

o

Graf 4: Absorp¢ni spektra zakladniho elektrolytu a analytu.
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4.1.5 Optimalizace vkladaného napéti

Po vybéru pufru o vhodném pH byla hledana optimalni hodnota napéti vkladaného mezi

elektrody. Toto napéti vyrazné ovlivituje migracni Cas, ale 1 tvar piku analytu. Pro toto méteni
byl pouzit vzorek kyseliny hyaluronové o0 koncentraci 1% a molekulové hmotnosti

250-450 kDa.

Byly proméfeny hodnoty napéti vrozsahu 8 az 28kV. Vysledné

elektroforegramy jsou zaznamenany v grafech (Graf 5, Graf 6). Jako optimalni napéti bylo
vybrano 18 kV, pii kterém jsou piky analytu nejuzsi a nemaji trojahelnikovity tvar.

30

25

20

15

10

Inzenzita signalu (mAU)

30

25

20

15

10

Inzenzita signalu (mAU)

EOF
EOF
EOF —8kv
——12kV
——16 kV
f ._%
2 4 6 8 10 12 14

t (min)

Graf 5: Porovnani riznych hodnot vkladaného napéti

EOF
EOF
EOF
—18 kV
—20 kV
—28 kV
/! J‘mll ]LJ.l.l“l Ith
2 10 12 14

t (min)
Graf 6: Porovnani dalsich hodnot vkladaného napéti
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4.1.6 Optimalizace podminek a davkovani vzorki

V prvni fadé bylo porovnano hydrodynamické a elektrokinetické davkovani. Na grafu
(Graf 7) je vyobrazeno porovnani vysledkii obou téchto zpusobi. Pii elektrokinetickém
davkovani dochazi ke zdvojovani piki, coz je pro dalsi analyzu nevhodné. Dalsi méteni byla
proto provadéna s vyuzitim hydrodynamického davkovani neboli davkovani tlakem. Pro
optimalizaci metody byla provedena méteni pti nékolika rtiznych hodnotach vkladaného tlaku
a n€kolika hodnotach casu, po ktery byl tlak aplikovan. Z grafu (Graf 8) je patrné, Ze
optimalnim tlakem je 5 kPa vkladany po dobu 5s. Pfi téchto podminkach je vysledny pik
analytu nejuzsi a migraéni ¢as nejkratsi.

20 -
EOF
~—~ 15 7
3 —10kV/10's
£ ——3kPa/5s
= 10 -
<
=
R
g 5
iS
: L@F
N
RN , bl
'5 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
t (min)
Graf 7: Porovnani elektrokinetické a hydrodynamické metody davkovani vzorku
55
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£ 35 -
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gn 25 - ——3kPa/ 10s
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Graf 8: Porovnani riznych hodnot ddvkovani tlakem
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4.1.7 Vysledné parametry metody

Tyto parametry byly vyuzity pro dal$i méfeni v¢etné kalibra¢nich piimek. Na grafu (Graf 9)

je zobrazen elektroforegram ziskany za téchto podminek.

Inzenzita signalu (MAU)

Kapilara

Teplota
Napéti
Polarita
Davkovani

Elektrolyt

kfemenna

vnitini pramér 75 um
celkova délka 52,5 cm
vzdalenost k detektoru 44 cm
25°C

18 kV

pozitivni

hydrodynamické

5 kPa po dobu 5 s
boratovy, pH 9,2
koncentrace 0,05 mol -dm™®

Vinova délka detekce 215 nm

30 -

25 -

20 -

15 -

10 -

EOF

HYA 80-130 kDa

t (min)

Graf 9: Elektroforegram vznikly za optimalnich podminek

8 10
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4.1.8 Kalibraéni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti byly ziskany za optimalnich podminek. Pro méteni byly pfipraveny
roztoky kyseliny hyaluronové (HYA) o molekulovych hmotnostech 15-30 a 250-450 kDa.
Pro kazdou molekulovou hmotnost byl pfipraven zasobni roztok, ze kterého bylo namichano
10 roztoku o riznych koncentracich. Pro hmotnost 15-30 kDa byl piipraven zasobni roztok
o0 koncentraci 2,5 %, pro hmotnost 250-450 kDa zasobni roztok o koncentraci 1 %. Na grafu
(Graf 10) je zobrazena kalibra¢ni zavislost pro molekulovou velikost 15-30 kDa, na grafu
(Graf 11) potom kalibra¢ni zavislost velikosti 250-450 kDa.
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Graf 10: Kalibra¢ni ptimka kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 15-30 kDa.
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Graf 11: Kalibra¢ni ptimka kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 250-450 kDa.
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4.1.9 Meze detekce a meze stanovitelnosti metody

Vyse uvedené kalibracni zavislosti slouzi k ziskani parametrii optimalizované metody
stanoveni.

Pro kalibra¢ni piimky se statisticky vyznamnym tsekem se pro vypocet meze detekce a meze
stanovitelnosti pouzivaji vztahy (1) a (2) [24].

Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)

a+3-s, a+10-s,

b

LOD = LOQ = , (1,2)

kde a je usek na osey, S, je smérodatna odchylka iseku a b je smérnice kalibraéni piimky.

Vypocet pro kyselinu hyaluronovou o molekulové hmotnosti 15 — 30 kDa.

60,727 + 322,364 _0129% LOQ = 60,727+10-22,364 — 0,286%
994,439 994,439

LOD =

Vypocet pro kyselinu hyaluronovou o molekulové hmotnosti 250 — 450 kDa.

LOD =

25853+ 3-8,584 0,083 % LOQ = 25853+10-8,584

=0,180%
619,307 619,307
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5 ZAVER

Tato bakalérska prace se zabyvala optimalizaci metody pro stanoveni kyseliny hyaluronové
a jejich soli ve vodnych roztocich kapildrni zénovou elektroforézou. V praci jsou shrnuty
soucasné poznatky o vlastnostech a chovani kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich. Dale
je zde popis jeji syntézy, degradace a vyuziti. V neposledni tad¢ jsou zde uvedeny také
moznosti jeji kvantifikacni analyzy. Ve druhé poloviné teoretické Casti jsou popsany
elektromigracni metody a jejich pouziti.

Pti experimentalni préaci byla provadéna optimalizace metody stanoveni. Béhem méfeni byly
ménény jednotlivé parametry metody, dokud nebylo dosazeno nejlepsiho vysledku. Za téchto
optimalnich podminek byly proméfeny kalibraéni zavislosti pro 2 rizné molekulové
hmotnosti kyseliny hyaluronové, a to konkrétné 15-30 kDa a 250-450 kDa. Ob¢ kalibra¢ni
zavislosti vykazovaly linearni pribéh. Byly vypoéteny mez detekce a mez stanovitelnosti.

Vyse popsand metoda je ptipravena pro dalsi pouziti v oblasti vyzkumu kyseliny hyaluronové.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BGE Zakladni elektrolyt

CD44 Specificky receptor pro hyaluronan
CE Kapilarni elektroforéza

CZE Kapilarni zénova elektroforéza
DAD Detektor s diodovym polem

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EOF Elektroosmoticky tok

ESI Elektrosprejova ionizace

HAS Hyaluronan syntaza

HYA Hyaluronan

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
kDa kilodalton

LOD Mez detekce

LOQ Mez kvantifikace

M mol -dm’

MS Hmotnostni spektrometrie
RHAMM Specificky receptor pro hyaluronan
SDS Dodecylsulfat sodny

UDP Uridindifosfat

UDP-GIcA Uridindifosfo-glukuronova kyselina
UDP-GIcNAc  Uridindifosfo-N-acetylglukosamin
uv Ultrafialova oblast elektromagnetického spektra

UV-VIS Ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického spektra



