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ProhlaSuji, Ze tato prace je mym pluvodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
samostatné. Veskerd literatura a dal$i zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou
uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany.



2. Uvod a cil prace

Hyaluronova kyselina je pfirodni, télu vlastni substance, hlavni sou¢ast synovialni tekutiny,
obsazena v pojivové, epitelidlni a nervové tkani. Ve velkém mnoZstvi se nachazi v o¢nim
sklivei a kazi. Dilezitou vlastnosti kyseliny hyaluronové je jeji vysoka afinita k vod¢, proto

ma dokonalé hydrata¢ni Gcinky.

Cil préce:
- Cilem této prace je prostudovat literaturu tykajici se metod jodace.

- Pfipravit radioaktivné znacenou hyaluronovou kyselinu modifikovanou tyraminem

oxidativni jodaci.

vvvvv

- Provéftit kinetickou stabilitu zna¢eného produktu in vitro, za ucelem nasledného vyuziti této

latky pii sledovani HA in vivo, tj. biodistribu¢ni studie.



3. Teoreticka cast



3.1. Charakteristika kyseliny hyaluronové (1)

Kyselina hyaluronova ( HA , syn. Hyaluronan, Hyaluronat ) je pfirozené se vyskytujici
nesulfonovany glykosaminoglykan, linedrni, nevétveny polysacharid, slozeny z opakujicich se
disacharidovych jednotek ( kyseliny D — glukuronové a N - acetyl — glukosaminu ). Navzdory
jednoduché primarni struktufe, vykazuje rozdilné biologické ucinky v zavislosti na velikosti
molekuly a jejim prostorovém uspotfadani. T¢lo clovéka obsahuje asi 15 g hyaluronové
kyseliny. Kyselina hyaluronova tvofi jednu z hlavnich slozek mezibunééné hmoty. Je soucasti
pojivovych, epitelialnich a nervovych tkani. Ve velkém mnoZstvi se nachdzi v o¢nim sklivci,
synovialni tekutin¢ a kazi a v mistech jeji degradace v jatrech a slinivce. Narozdil od
ostatnich glykosaminoglykanii neexistuje zddny dikaz o jeji vazbé na bilkoviny. Nékteré
bakterie - grampozitivni dokézi tvofit hyaluronan, ktery ma pro né¢ ochranny vyznam, nebot’

vytvaii kapsulu okolo celé bakterie.
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Obr. 1: Struktura disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové

3.1.1. Chemicka charakteristika ( 2,3 )

Kyselina hyaluronova je relativné jednoduchy glykosaminoglykan. Je tvofena jednim
dlouhym fetézcem z vice nez 25 000 opakujicich se disacharidovych jednotek, beta ( 1 - 4)
acetylglukosamin se stfidd s beta ( 1 - 3 ) glukuronatem, z nichZ kazda nese zdporny néaboj.
Podobné jako u jinych glykosaminoglykant je jednim ze sacharidovych monomert kazdého
disacharidu aminocukr. Mnoho glykosaminoglykanii krom¢ kyseliny hyaluronové, obsahuje

dalsi zaporné nabité postranni skupiny, prevazné sulfaty. S vyjimkou kyseliny hyaluronové se



tyto linearni fetézce kovalentné vazou na proteinové jadro, davajici vznik molekule
proteoglykanu. Bylo zjisténo, Ze v chrupavce se proteoglykanové molekuly vazou s fetézci
kyseliny hyaluronové, vytvareji vétsi struktury — proteoglykanové agregaty. Vzhledem
k tomu, Ze se na sacharidovych castech vétSiny proteoglykand nachdzeji hojné hydroxylové,
karboxylové, pfipadné sulfatové skupiny, jsou tyto struktury vysoce hydrofilni a chovaji se
jako polyanionty. Sacharidova ¢ast v proteoglykanech pievazuje, tvoii 80 — 90 % hmotnosti
této molekuly. Vzhledem ke zminénym vlastnostem se proteoglykany mohou prostiednictvim
elektrostatick¢ého naboje vézat s velkym mnozstvim kationtd ( obvykle sodikovych ), jsou to
vysoce hydratové struktury s molekulami obklopenymi silnou hydratacni vrstvou vody.
V plné¢ hydratovém stavu vyplnuji tyto molekuly podstatné vétSi objem nez ve stavu
anhydrickém. Primérnd délka disacharidového fetézce je piiblizné 1 nm, Sitka piiblizné
odpovida priméru lidského erytrocytu. Jeji primérnd molekulovd hmotnost je kolem

4 x 10° Da.
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Obr. 2 : Proteoglykan se sulfatovou skupinou

3.1.2. Biologické funkce hyaluronové kyseliny (1, 5)

Kyselina hyaluronova véaze na sebe vodu, které pojme pfiblizné tisicindsobek své hmotnosti.
Dale ma schopnost vyméinovat ionty - jednomocné proti dvojmocnym kationtim -
prostfednictvim negativniho ndboje proteoglykanu. Brani prostupu vir a bakterii pies
pericelularni matrix k buiice. Moduluje zanét indukci citokini a chemokini, zhasi volné
radikaly, ovliviiuje proliferaci a diferenciaci bun€k. Brani ukladdani kolagenu a tim podporuje
bezjizevnaté hojeni tkdn€. Bylo popsano, ze vyssi hladiny kyseliny hyaluronové v ran¢ fetalni

tkan¢ jsou zodpovédné za bezjizevnaté hojeni. Popsany je rovnéz analgeticky ucinek.



V synovialni tekutiné slouzi kyselina hyaluronova diky svym viskoelastickym vlastnostem
jako lubrikans a tlumi¢ narazh, dale stimuluje endogenni syntézu kyseliny hyaluronové
buiikami synovidlni membrany, zlepSuje metabolismus chondrocytii a inhibuje degradaci
kloubni chrupavky. Vyskytuje se v mezibunécném prostiedi, ve kterém mezi sebou buiiky
komunikuji. Zajistuje spravné fungovani komunikacniho a fidiciho systému bunck. Reaguje
s bunénymi povrchovymi receptory, v neposledni fadé mé schopnost vazby nékterych

toxickych tézkych kovi, jako je olovo a kadmium, z prostiedi .

3.2. Pouziti kyseliny hyaluronové (1, 4,6, 7)

Diky svym unikatnim vlastnostem nasla kyselina hyaluronova ftadu uplatnéni
v nejriznéjSich medicinskych odvétvich ( revmatologii, oftalmologii, kosmetické chirurgii a
diabetologii ). Jiz v 60. letech 20 stoleti se vyuzivala kyselina hyaluronova k lokalni 1écbé
popalenin a koznich viedld. Od roku 1979 je na trhu kyselina hyaluronové uréena pro pouziti
v oéni chirurgii. Chrani jemné ocni tkang, pfedevSim endotel rohovky, pfed poskozenim
béhem chirurgického vykonu, vyuziva se i jako ndhrada sklivce pii operaci Sedého zakalu
nebo implantaci cocky. Druhé nejSirSi vyuziti kyseliny hyaluronové piedstavuje
intraartikuldrni aplikace ( tzn. viskosuplementace ) u pacientll s osteoartr6zou. Novou
moznosti je periartikuldrni aplikace kyseliny hyaluronové pii podvrknuti kotniku. Vyznamné
je 1 vyuziti kyseliny hyaluronové k augmentaci v plastické chirurgii ( vypln vrasek, vtazenych
jizev, zvétSeni prsou ). Soucasnd lécba chronickych zanétlivych onemocnéni se snazi
nespecificky potlacit aktivaci bunék imunitniho systému, kde se interakce receptoru CD44
s kyselinou hyaluronovou ukazuje jako novd moznost 1écby. Mimo zminéné fyziologické
funkce je hyaluronova kyselina pfitomna také u patologickych déji, jejichz prabeh 1ze odhalit
na zakladé zmén jeji koncentrace v krvi nebo na zdklad¢ pfitomnosti jejich fragmentl a
degradacnich produkta.

Mezi tyto patologické déje patii predevSim revmatoidni artritida, fibroza nebo jina
onemocnéni jater a neékteré dalsi zanétlivé procesy v lidském organismu. Déale ma kyselina
hyaluronové schopnost adherovat k bunéénym liniim lidského myelomu, proto jsou sérové
hladiny kyseliny hyaluronové Casto zvySené u pacientli s metastdzemi. V neposledni fadé
nachdzi uplatnéni ve farmaceutické technologii jako transportér ucinnych latek s fizenym

uvoliovanim.



Reakei aktivovanych karboxylovych skupin této linearni, biogenni slouceniny
s polyaminem, zejména rovnym alkyldiaminem, je mozno ziskat nové zesiténé struktury.
Zesiténé hyaluronové kyseliny mohou byt volitelné sulfatovdny nebo hemisukcinylovany a
jsou vhodné jako ndhrada synovidlni tekutiny, o¢niho sklivee, jako matrix novych lékovych
forem s fizenym uvolfovanim, jako hojivad a protipfilnava Cinidla a pro vyrobu cévnich
protéz, biohybridnich organti, hojivych pfipravkl, oftalmologickych a otologickych

prostiedktl, protéz, implantatl a dalSich 1é¢ebnych pomuicek.

3.2.1. Uziti hyaluronatu sodného pri artréze ( 3, 4, 8)

Dotyk mezi jednotlivymi kostmi zajistuji vazivova ligamenta a kloubni pouzdro, které tésné
uzavira kloubni dutinu, obsahujici bezbarvou synovialni tekutinu. Synovidlni tekutina je
dialyzat krevni plazmy s vysokou koncentraci hyaluronové kyseliny, kterd je vylucovana
B - buiikami synovidlni vrstvy. Tato tekutina usnadnuje hladké klouzavé pohyby kloubnich
ploch, tvofenych hyalinni chrupavkou. Dal$im tkolem synovialni tekutiny je pfivadét ziviny a
kyslik k bezcévné kloubni chrupavce. Chrupavky jsou tvofeny z proteoglykant -
z chondroitin - sulfatu, keratan - sulfatu, které jsou kovalentné vazany k osovym proteiniim.
Tyto proteoglykany jsou nekovalentné propojeny s dlouhymi molekulami kyseliny
hyaluronové a vytvari proteoglykanové agregaty, které interaguji s kolagenem. Vysoky obsah
hydrata¢ni vody vazany na zaporné naboje glykosaminoglykant u¢inkuje jako tlumic néarazt
¢i biomechanickd pruzina. Mechanickymi podnéty se voda vytlacuje ze zakladni hmoty
kloubni chrupavky do synovie. KdyZ je voda vypuzena, nastupuje dal$i mechanismus, ktery
chrupavce umozni zachovat jeji pruznost. Je to vzdjemné odpuzovani elektrostatickych naboji
negativné nabitych karboxylovych a sulfatovych skupin glykosaminoglykanti. Naboje jsou téz
odpovédny za odkladani glykosaminoglykanovych ramen, ¢imz se vytvafeji prostory pro
vodu. Jakmile tlak povoli, voda se do téchto Stérbin mezi glykosaminoglykany opé&t vraci.
K ptesuniim vody tak dochdzi v souvislosti s normalni funkeci kloubu. Pfesuny vody jsou
nezbytné pro vyzivu chrupavkové tkané a usnadiuji vyménu kysliku a oxidu uhli¢itého 1

ostatnich molekul mezi synovialni tekutinou a chrupavkou kloubu.

10



COLAGEMOVE
MATRIX

SN

Obr. 3: Schematicky nakres stavby chrupavky

Artréza nebo-li osteoartréza je nezanétlivé onemocnéni, pii kterém dochazi k postupnému
odbourdvani kloubni chrupavky, tvofici sty¢né plochy mezi kostmi kloubu. Pfi¢ina vzniku je
ve vetSing piipadd nejasnd. Velky vliv na jeji rozvoj ma jednostranné pretézovani kloubd.
Méné cCasto se rozviji vinou jiného kloubniho onemocnéni, vrozené vady nebo ndsledkem
urazu. Znacny vyznam maji genetické dispozice. Nepfiznivou roli sehrava pii rozvoji
onemocnéni nadvaha. Ubytek kloubni chrupavky je spjat s nariistem obtizi ve smyslu bolesti a
postupného omezeni hybnosti. V pokrocilych stadiich dochazi k deformacim a osovym
zméndm koncetiny.

Pti artr6ze dochdzi slozitymi biochemickymi procesy ke ztraté¢ vazebné schopnosti mezi
kyselinou hyaluronou a bilkovinnou slozkou, sou¢asn¢ klesa schopnost hydratace. Chrupavka
se stava méné pruznou a tim pii zatézi méné odolnou. Soucasn¢ dochazi ke zmeéné
metabolismu chondrocyti, k atlumu produkce soucésti mezibunécné hmoty. Pti delSim trvani
tohoto procesu muze dojit az k obnaZeni kosti, ke vzniku cyst, deformaci a osovym zménam
kloubd.

MozZnosti, jak zmirnit proces odbourdvani kloubni chrupavky a tim zastavit nebo zpomalit
rozvoj artrozy, je uzivani lé¢iv nebo doplilkli stravy s obsahem kyseliny hyaluronové a
chondroitin - sulfitu ve formé tablet. Mnohem ucinngj$i nez podani tablet je aplikace

intraartikuldrni injekce, kdy nedochdzi k metabolismu hyaluronové kyseliny jatry, jako u

peroralniho podani. Vyznamnym aspektem pii posuzovani bezpecnosti této 1écby je ptivod
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kyseliny hyaluronové a zplsob jeji sterilizace. Plvodem je vyvinuta apatogennim
streptokokem, je tedy nezivoc¢iSného ptivodu a nehrozi zde riziko prenosu BSE a jinych
zvitecich chorob pfenosnych na ¢lovéka. Jeho bezpecnost jesté zvysuje sterilizace provadéna
v parnim autoklavu. Aplikace této lécivé injekce zlepSuje v poSkozeném kloubu kvalitu
klouzavé schopnosti. Déale zde podporuje endogenni syntézu nové kyseliny hyaluronové
buiikami synovidlni membrany a zlepSuje metabolismus chondrocytii a zabraniuje degradaci
kloubni chrupavky. Zlepsena vyziva kloubu vede ke zmirnéni bolesti a opét stoupne kloubni

pohyblivost.

Normalniho Osteoartritickeho

Cévni svazek Vazivové
kloubu pouzdro

Synovidlni (kloubni)
membrana

Synovialni -

(kloubni) tekutina
Osteofyty
Cory (vyristiy)
epifyzy
Cysty pod
chrupavkou

Pfeplnéni céwni

Cévy metafyzy

Obr. 4: Schéma kloubu

3.2.2. Uziti kyseliny hyaluronové v kosmetice a kosmetické chirurgii (1, 4, 9, 10)

Stratum corneum

Stratum lucidum |

Stratum gradulosum ] ——=== Obr. 5: Schéma vrstev kiuze

Stratum spinosum | {5

Stratum basale

12



Kyselina hyaluronova je zékladni slozkou pojivovych tkani ¢loveéka. V dnesni dobé je
latkou, na kterou se nejvice soustiedi pozornost vyzkumu procesu starnuti. Jejim ukolem je
hydratovat a zjemiovat pokozku, udrzovat tvar tkani a posilovat napéti. Hydratace, napéti,
pruznost a vSechny ostatni vlastnosti pokozky jsou urcujicim zpiisobem ovliviiovany funkci
této kyseliny, kterd antioxida¢nim pulsobenim chrani proti volnym radikalim, podporuje
novotvorbu kolagenu a jiné dileZité biologické pochody. Vyzkumy prokazaly, ze postupem
Casu obsah kyseliny hyaluronové vyznamnym zptisobem klesd a Ze tento pokles vede ke
vzniku vrasek a dal§im projeviim starnuti pokozky. Bio - revitalizace umoziiuje pfedchazet a
lécit  fyziologicky pokles koncentrace kyseliny hyaluronové v kazi a pfispivat
k znovuobnoveni funkci a navratu hydratace, elasticity a napéti do puvodniho stavu.
Receptory pro kyselinu hyaluronovou se nachazeji v klizi, proto se nabizi jeji vnéjsi pouZziti.
Vmasirovani do pokoZzky v okoli bolestivych kloubli a namoZenych S§lach, k omlazovani
pokozky obliceje, krku a dekoltu. Latka urychluje tkdnovou regeneraci a hojivy proces.

Pro vyuziti v estetické medicin€ se kyselina hyaluronova pouziva v podobé gelu v injekcich.
Preparaty se 1isi podle velikosti Castic gelu. To znamena, ze se pro korekci hrubsich vrasek a
hrubsich defekti aplikuji preparaty s vétSimi casticemi. Lékar tenkou stfikaCkou aplikuje
kyselinu hyaluronou pfimo pod vrasku, ¢imz se vyplni defekt v podkozi a vraska se zm¢lci
anebo vyhladi. Podstiiknuti zac¢inajicich, jemnych vrasek zpomaluje proces jejich tvorby a
oddaluje jiné invazivni procedury omlazeni pleti. Kyselina hyaluronova aplikovana do ktze
zvySuje schopnost kiize vézat vodu, posiluje pruznost a podporuje tvorbu novych
kolagenovych a elastickych vldken. OsSetfené c¢asti kiize jsou mekké, poddajné a maji
ptirozeny vzhled.

Mohou se objevit i nezddouci Gc¢inky na tuto aplikaci. V misté vpichu injekce se ithned po
aplikaci kyseliny hyaluronové muze objevit zvySena citlivost a svédéni a také zarudnuti a
otok. Tato reakce se vyskytuje obvykle u jedinct s drazdivou, citlivou kizi a za n¢kolik dnti
spontann¢ mizi. Zblednuti oSetfené¢ kiize je zpisobeno piiliS povrchni aplikaci nebo
nadmérnou korekcei, hlavné v mistech tenkého podkozi. Tento efekt také pomalu spontanné
mizi. Nezadouci reakce je rozpad klize v pfipad¢ aplikace gelu do kozni cévky. Pomalu se
hoji jizvou.

Osetfena oblast by se neméla vystavovat silnému teplu ( v solariu nebo v sauné ) nebo
chladu, dokud pocatecni zarudnuti a otok nezmizi. Po dobu Sesti hodin by se pacientka
nem¢la dotykat oSetfené ¢asti. Potom je moZzno omyt se vodou a jemnym mydlem. PouZivani

make - upu se doporucuje také nejdiive za Sest hodin po osetieni.

13



Zvétseni rtl se stdvd v dneSni dobé stdle vice vyhleddvanym zikrokem plastickych
chirurgii. Misto aplikace injekce je vSak bolestivé, otéka a tento zakrok je pomérné nakladny.
Alternativou k injekcim je pouziti peptidu a kyseliny hyaluronové v lipozomové forme. Jsou
hlavnimi latkami napf. v pfipravku Lipoceutical, ktery je ve form¢ emulze a aplikuje se
rozetfenim na rty. Tento pifipravek stimuluje syntézu kolagenu a glykosaminoglykanu a diky
tomu se objem rtii zvEtsi, podobné jako po aplikaci injek¢nich vyplni na zvétSeni rtd. Kromé
zvétSeni rti dodavaji rthm potfebnou hydrataci a regeneraci. Konkrétné peptid — palmitoyl
oligopeptid sehrava dualezitou roli pfi udrZzovani pevnosti a pruznosti pokozky. Kyselina
hyaluronova ve formé hyaluronatu sodného sehrava hlavni ulohu v zadrzovéani vlhkosti a
zachovani integrity struktury pokozky. Zjemnuje pokozku vystavenou sluneénimu zéteni,
vraci ji pruznost a pusobi jako velmi u¢inna a regenerac¢ni slozka v procesu starnuti. Ob¢ tyto
slozky jsou soucésti plurilamelarniho multivezikularniho lipozomu, ktery ma schopnost
uvolnit sviij obsah do epidermy.

Dalsi uplatnéni kyseliny hyaluronové je pii 1écbé strii. Strie n€kdy také nazyvané
pajizévky jsou trhlinky v kazi, rizného zabarveni a velikosti, které¢ vznikaji pfi nadmérném
napinani pokozky a Skary diisledkem rychlych zmén objemu pfislusné ¢asti téla. Obvykle jsou
zpusobeny rychlym ztloustnutim napt. v t€hotenstvi, kdy je v disledku vétsiho ristu délohy a
piibyvani podkozniho tuku ktiize napinana tak, Ze jeji schopnost elasticity je ptekrocena.
Vyskytuji se nejcastéji na bfiSe, prsou, stehnech a bedrech. Mohou také vzniknout vlivem
nadmérné hladiny hormonti napf. jako vedlejsi Uc¢inek lécby steroidy ¢i pfi Cushingové
chorobé, kdy télo nadmérné produkuje hormony kiiry nadledvin. Strie byvaji rizové nebo
barvy kiize, mohou byt ale zbarveny i Cervené a Casem zblednout az do Seda. Strie pfedstavuji
jeden znejcastéji a zaroven nejhtre lécitelnych kosmetickych problémli. Mohou se
vyskytovat v jakémkoli veéku, ale nejcastéji se objevuji v obdobi puberty u divek. Kyselina
hyaluronova v tomto piipad¢é podpofi proliferaci a ¢innosti fibroblastl, coz vede ke zvySené
tvorbé kolagenu a elastinu a k urychlené obnové naméahanych vazivovych vldken. To je velmi
dulezité, nebot’ vazivova vlakna v kizi nejsou schopna odoldvat mechanickému zatézovani

pravé z diivodu pomalé regenerace a celkového zeslabeni.
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3.2.3. Hyaluronan v oftalmologii ( 3 )

Dalsi typické lékaiské uplatnéni hyaluronanu je jeho vyuziti v oftalmologii. Hyaluronan
sodny nachéazi uplatnéni v chirurgii katarakty. Katarakta je choroba vedouci ke ztraté
prahlednosti o¢ni ¢ocky. Kritickym problémem u této operace je moznost poranéni kiehké
nitroo¢ni tkané, zejména endotelidlni vrstvy rohovky. Rohovka se skladd z péti vrstev —
epitelu, Bowmanovy membrany, stromatu, Descemetovy membrany a endotelu. Rohovkovy
epitel je vrstevnaty, a sklada se z péti az Sesti vrstev bunck. V bazalni ¢asti epitelu nachazime
cetné mitdzy, které rohovku obdafuji znamenitou regenera¢ni schopnosti, buiiky se zde
kompletné obnovi pfiblizné kazdych sedm dni. Pokud by béhem operace bylo poskozeni vétsi
nez jeji reparacni schopnost, tekutina by pronikala pfes poskozené oblasti a zpiisobila by
edém rohovky. V ptfipadé¢ chirurgie katarakty se uzije viskoelasticky material z hyaluronatu
sodného k udrzeni hloubky pfedni komory a na ochranu endotelialni vrstvy rohovky nebo jiné
tkan¢ proti fyzickému poSkozeni. Hyaluronan funguje jako polstrujici material nebo mazivo
in vivo. Vyuziva se roztok 1 % hyaluronanu sodného s molekulovou hmotnosti okolo 10° Da,
vzhledem ke své velké hmotnosti, pomalu mizi z pfedni komory.

Interakce hyaluronanu s receptory CD44 na povrchu bunék rohovky je spojeno s bunécnou
migraci a diferenciaci. Byly provedeny pokusy s hyaluronanem a CD44 v krali¢i rohovce, po
poskozeni se morfogeneze postupné zvysovala az do 14 dnit po zranéni. Pokusy bylo
naznaceno, ze hyaluronan a CD44 synergicky hraji dilezitou roli v hojeni epitelu rohovky. Je

nad¢je, ze tato kombinace se vyuzije v budoucnu pro hojeni rohovky.

3.2.4. Role hyaluronové kyseliny pfi zanétlivé reakci (4, 6)

Zanét je ochrannym mechanismem organismu proti patogennim mikrobiim a drazdivym
chemikaliim. Mezi klasické ptiznaky zanétu patii zarudnuti, otok, provdzeny zvySenou
teplotou a bolesti. Zanét pocind mistnim uvolnénim chemickych mediatorti zanétu, latek
ruzného puvodu, které vyvolaji hlavni d€je pro tuto reakci charakteristické, tzv. zvySeni
pratoku krve, propustnosti cév, chemotaxe a fagocytozy.

Receptor CD44 se nachazi na leukocytech. V prvnich fazich zéanétlivé odpovédi CD44
umoznuje prestup leukocytli do mista zanétu. Interakce receptoru CD44 a hyaluronové

kyseliny ovliviiuje ptestup leukocytl a podili se na pfimé interakci mezi buiikami a tkanémi.
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Soucasna 1écba chronickych zanétlivych onemocnéni se snazi nespecificky potlacit aktivaci
bunék imunitniho systému. Interakce receptoru CD44 s kyselinou hyaluronovou se nabizi

jako podstata nové potencidlni moznosti 1écby.

3.3. Farmakokinetika a farmakodynamika kyseliny hyaluronové (1, 9)

Farmakokinetika: Peroralni dostupnost kyseliny hyaluronové se udava v rozmezi 0 — 13 %
a zavisi na molekulové hmotnosti, technologickém zpracovani a také na zptsobu, jakym se
tento Udaj zjistuje. Makromolekularni fetézec je pred absorpci enzymaticky Stépen stievni
mikroflorou na fragmenty o malé molekulové hmotnosti. Scintigrafickymi metodami je
prokazatelna distribuce do kloubni chrupavku.
Znamy je distribu¢ni objem asi 5,4 1 u ¢loveéka a plazmaticky polocas, ktery se pohybuje od
3,5 do 6 minut.
Farmakodynamika: Uginek hyaluronové kyseliny je na tkanové nebo organové trovni
zprostiedkovan vazbou na receptory. Hlavnim receptorem pro hyaluronovou kyselinu je

receptor CD44.
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3.4. Teorie jodace

3.4.1. Radionuklidy jédu ( 10 )

Jod ma 36 izotopi a 10 izomeri. Z nich pouze jeden izotop, '“I, ktery se vyskytuje
v piirodé, je stabilni. Z nestabilnich izotopi je beta zafi¢ '*I s velice dlouhym polo¢asem 15
let. Nestabilni izotopy vzniknou napiiklad pfi jaderném Stépeni nebo v cyklotronu.
V nuklearni medicing jsou diilezité tii izotopy: '*I, '*T a “'I.

Piiprava ' je v reaktoru z '**Xe reakci n,y: '**Xe (n,y ) '*Xe — '»I

Casto pouzivanym zptisobem znaceni sloudenin v lékaistvi a v biologii je jodace. '*I je
vhodny pro diagnostické metody in vivo. Je to Cisty gama zafi¢ s energii fotonl 160 keV a ma
rovnéz pomérné kratky polofas 13 hodin. I je nejpouzivanéj$im radionuklidem ve
vySetfovacich metodach in vitro. 'l patii k nejvice uzivanym izotoptim jodu v klinické praxi,
zejména pro radioterapii. Je to smiSeny gama a beta zafic, energie fotoni gama je 360 keV a

jeho polocas je 8 dni.

Tab. 1: Prehled izotopt jodu

Izotop Vygf%())ﬂdé T1/2 typ rozpadu zékladni energie MeV zdroj
™ gy} 13h | EC.B-y  12+016  123Te
. ™I ;) | 59,4084  EC 0,186 | 125Te

y EC 2,155 . 126Te
I sy 13,11d

B- 1,258 . 126Xe
P 100% Stabilni |
- sy | 2499 min & H 2,118 . 128Xe
EC | 1,251 | 128Te
P smy 157-100 B 0,194 . 129Xe
™ s} 12365h 0 B 2,949 . 130Xe
BT (s} 8,02070d | B 0,971 . 1B1Xe

| {syn.}= synteticky, EC = elektronovy zachyt

17


http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Xenon
http://de.wikipedia.org/wiki/Beta-Strahlung
http://de.wikipedia.org/wiki/Tag
http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Xenon
http://de.wikipedia.org/wiki/Beta-Strahlung
http://de.wikipedia.org/wiki/Stunde
http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Xenon
http://de.wikipedia.org/wiki/Beta-Strahlung
http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Tellur
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektronen-Einfang
http://de.wikipedia.org/wiki/Xenon
http://de.wikipedia.org/wiki/Beta-Strahlung
http://de.wikipedia.org/wiki/Minute
http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Stabiles_Isotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Xenon
http://de.wikipedia.org/wiki/Beta-Strahlung
http://de.wikipedia.org/wiki/Tellur
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektronen-Einfang
http://de.wikipedia.org/wiki/Tag
http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Tellur
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektronen-Einfang
http://de.wikipedia.org/wiki/Tag
http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Tellur
http://de.wikipedia.org/wiki/Gamma-Strahlung
http://de.wikipedia.org/wiki/Beta-Strahlung
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektronen-Einfang
http://de.wikipedia.org/wiki/Stunde
http://de.wikipedia.org/wiki/Synthetisches_Radioisotop
http://de.wikipedia.org/wiki/Zerfallsprodukt
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektronenvolt
http://de.wikipedia.org/wiki/Zerfallsenergie
http://de.wikipedia.org/wiki/Radioaktivit%C3%A4t
http://de.wikipedia.org/wiki/Halbwertszeit
http://de.wikipedia.org/wiki/Nat%C3%BCrliche_H%C3%A4ufigkeit
http://de.wikipedia.org/wiki/Isotop

3.4.2. Metody pripravy radioaktivnich sloué¢enin ( 10 - 20 )

Pouze mal4 ¢ast radiofarmak je pouzivand ve formé jednoduchych anorganickych
slouCenin. Pievaznd vétSina radiofarmak jsou organické latky a latky biologické povahy
zna¢ené vhodnym radionuklidem a pro jeho pfipravu jsou obvykle pouzivany metody znamé
z organické chemie, které jsou modifikované, aby mohly probihat v mikroméfitku, reakce by
méla mit vysoky vytézek a méla by byt Casoveé nenarocna. Ve struktuie organickych sloucenin
pouzivanych jako radiofarmaka je atom nebo skupina atoml nahrazena radioaktivnim
atomem tak, aby vysledna vazba radionuklidu v organické slouc¢ening byla dostatecné stabilni
a oznaceni specifické. K piipravé znacenych organickych sloucenin pro klinické aplikace jsou
pouzivany tfi zédkladni metody - vyménna reakce, klasicka chemickd syntéza a biochemicka

syntéza.

V prubéhu izotopové vymeénné reakce je jeden ¢i vice atomd v molekule nahrazeno
radioaktivnim izotopem téhoz prvku. Reakce tohoto typu jsou pouzivany zejména pro znaceni

latek obsahujicich jod pomoci radioizotopt jodu a pro znaceni pomoci pozitronovych zarici.

V prabéhu biologické syntézy se nechd rust zivy organismus v zivné puad¢ obsahujici
radioaktivni znackovac. Radionuklid je zabudovan do produkovanych metaboliti organismu a
tyto metabolity jsou pak chemicky izolovany. Pfikladem je vitamin B12 znaceny

radioaktivnim kobaltem.

Vétsina radiofarmak pouzivanych v klinické praxi se pfipravuje jednoduchym zptisobem v
pfislusnych formach a mnoho z nich je mozno pfipravit za pouZiti komercné dostupnych
souprav - kiti. Vzdy je tfeba mit na mysli nékolik dulezitych faktorii ovlivitujicich stalost

sloZzeni znaCenych sloucenin. K nejdalezit€jSim patii chemickd stabilita, skladovaci

podminky, specificka radioaktivita, radiolyza a doba expirace.

Chemicka stabilita zavisi na typu vazby mezi radionuklidem a slouc¢eninou. Slouceniny s
kovalentnimi vazbami jsou obvykle relativné stabilni za riznych fyzikdln€ chemickych

podminek.

Mnoho znacenych sloucenin je zna¢n¢ citlivych a snadno se rozkladaji pii zvysené teploté

nebo pisobenim svétla. Proto je vhodné uchovavat radiofarmaka v chladu a v temnu.
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Piiprava radiofarmak chemickou syntézou je zaloZena na klasickych metodach organické
syntézy. Prevazna vétSina téchto metod vSak byla modifikovana na zakladé pozadavkl na
bezpecnost prace a s prihlédnutim k tomu, Zze vychozi latka je ¢asto velmi draha. Pfi tomto
typu znaceni je radionuklid zabudovan do molekuly pomoci kovalentni nebo koordinaéni
vazby na vhodné misto struktury organické latky. V nejjednodussim piipadé dochazi
k vytvofeni chemické vazby pomoci chelatace radioaktivniho atomu vhodnym chelata¢nim
¢inidlem ( DOTA = tetraazacyklododekantetraoctova kyselina nebo DTPA =
diethylentriaminopentaoctova kyselina ). Dal$i moZnosti je substituce kovalentné¢ vazaného

vodiku radionuklidy halogenu.

Reakce znaceni radioaktivnim jodem mohou byt rozdéleny dle mechanismu na nukleofilni a

elektrofilni substituce.

Nukleofilni substituce dale dle mechanismu muzeme rozdé€lit na monomolekularni a

bimolekuldrni., dle po¢tu molekul, které se G€astni tranzitniho stavu.
Sn: RX+I'-> R +X+I“7RI+ X
Sn2: RX+T'—:[X-R-I]"7 RI+X

Vznika-li reaktivni meziprodukt z jediné molekuly, naptiklad vznik karbokationtu, jedna se o
monomolekularni reakci, vznika-li zvice ( dvou ) molekul, jedna se o substituci
bimolekularni. Substrat obsahuje skupiny, které polarizaci vazby vytvareji vhodné podminky

pro nukleofilni atakt. napi: Cl-, Br-, I-. Cinidlem je jodidovy anion.

Elektrofilni substituce je charakteristickou reakci aromatickych sloucenin. Jeji podstatou je
nahrada aromaticky vdzaného atomu vodiku elektrofilnim ¢inidlem. Za elektrofil povazujeme
I". Elektrofilni substituce dovoluje piimé zavedeni skupiny na aromatické jadro. Atakujici
¢inidlo vyhledava misto s nejvétsi elektronovou hustotou. Atomy, které odpuzuji elektrony
substituci usnadiuji. Substituenty typu halogent orientuji substituci pfevazné do poloh, ortho

a para.

Pti jodacnich reakcich dochazi elektrofilni substituci k zaméné vodikového iontu za kation
jodu. Protoze nejstabiln€jsi forma jodu je ve vodnych roztocich jodid, je tfeba tento jodid

nejprve vhodnymi oxida¢nimi €inidly prevést do stavu kationtu.
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Pouzivand oxida¢ni ¢inidla

1. j6d monochlorid ( ICI ) — jod ptedstavuje kladn€ nabitou ¢ast molekuly

2. chloramin - T ( N — chlorotoluensulfonamid ) — ke znacené latce se ptida chloramin - T
a nasledné roztok radioaktivniho jodidu, chloramin - T oxiduje radioaktivni jodid na
kationt, kterym se pak znaci pozadovana molekula, vytézek této reakce byva vysoky, ale
chloramin - T mlize zpisobovat denaturaci bilkovin, urcitou moznosti, jak tomu zabranit

je pouziti chloraminu - T imobilizovaného na polystyrenovych kulickach

C?\‘ ':‘JO q:' -0

5 g
/©/ N=Cl + I 4 H —» /©/‘NH2 + 1<l
H,C HC

mixed halogen

Chloramine-T Toluenesulfonamide :
species

3. jodogen ( 1, 3, 4, 6 - tetrachloro — 3 a, 6 o — difenylglykouril ) pomoci jodogenu lze
znacit bilkoviny a bunééné membrany, jodogen je nerozpustny ve vodé€, proto se necha
rozpoustét v methylenchloridu, je pienesen do reakéni nddoby a rozpoustédlo je odpareno
proudem inertniho plynu, vytvofi na sténé reakéni nadoby povlak ve tvaru filmu, déle se

do reak¢ni nddoby piida radioaktivni jodid se znaCenou bilkovinou

o)
JLNFC' Cl. n-H

~-M

N N
Cl cl- =Cl .
Y \[r mixed halogen
species

O
PN
N
0

4. N - sukcinimidyl — 3 ( 4 — hydroxyfenyl ) propionan — tzv. Bolton — Hunterovo ¢inidlo,
kde je nejprve jod navazan na tuto slouceninu pomoci chloraminu T a c¢inidlo je pak

konjugaéni metodou navazano na lysinovou aminoskupinu bilkoviny amidovou vazbou.

5. peroxykyseliny — peroxykyselinou je oxidovan radioaktivni jodid na kation, ktery

joduje pozadovanou molekulu
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Piima elektrofilni jodace

Zminéna oxidaéni ¢inidla oxiduji mechanismem pifimé jodace. Tato metoda je limitovana
jen pro ty aromaty, které jsou aktivovany nukleofilnim substituentem. Kladem této metody
jsou vysoké vytézky a snadnd proveditelnost, nevyhodou je moznost tvorby smési izomertd,

které jsou nékdy obtizné oddélitelné.
Neprima elektrofilni jodace

V této metode jsou pouzity organokovové slouceniny jako prekurzory pro elektrofilni
radiojodaci aromatickych sloucenin. Ve vétSin€ piipadd se pouzivaji trialkylstannyl,
trialkylsilyl nebo derivaty kyseliny borité. Elektronegativita kiemiku je nizs$i nez uhliku. Proto
skupiny obsahujici alkylovany kiemik maji kladny indukéni efekt. Molekula trialkylboru je
planarni a obsahuje na atomu boru elektronovy sextet ve valencni sféfe. Proto je schopna
adovat slouCeniny s volnym elektronovym parem ( Lewisovy baze ). Tim lze vysvétlit 1
snadnou adici boranu na dvojnou vazbu. Vyhodou je Siroké uplatnéni pro regioselektivni

radiojodaci, nevyhodou je zdlouhavé a slozita syntéza organokovovych slouc¢enin.
Radiojodace proteinii

Metoda radiojodace proteinti by méla probihat rychle a s vysokym vytéZkem a byt mirna.
Radiojodované proteiny by mély mit vysokou specifitu a byt inertni k dehalogenaci. Pfima
radiojodace je moznd pokud je protein stabilni v oxida¢nich podminkéach. Alternativou je

nepiima radiojodace pokud je protein nestabilni.
Radiojodace oligonukleotidii

Pouziti antisense - oligonukleotidil jako diagnostické agens by mélo pfinést molekularni
zobrazeni na urovni exprese genll. VétSina doposud publikovanych metod pouzivala , tailling*
techniku, kterd spocivala v adici radioaktivné znacené prostetické skupiny do polohy 3, 5

oligonukleotidu.

Znaceni hvaluronanu jédem '*I pomoci modifikace struktury HA tyvrosinem ( 20 )

Pro studium metabolismu polysacharidu hyaluronanu nebyla do neddvné doby dostupna

radioaktivné znacena hyaluronova kyselina o vysoké molekulové hmotnosti a vysoké

125] _

specifické aktivité. V soucasné studii tyrosin — hyaluronan byl vyroben po pfedchozi
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aktivaci polysacharidu bromkyanem ( CNBr ). Dosazend specificka aktivita byla
0,1 MBg/mg, kdy byl pro znaéeni pouZit hyaluronan o hmotnosti 5 x 10° Da.

Znadeni tyramin — cellobiosy — hvaluronanu jédem I (19)

Tato metoda vyuzivd navazani tyramin — cellobiosy na aminoskupinu deacetylovaného
hyaluronanu podobné¢ jako u modifikace pomoci tyrosinu. Adukt byl oznafen jodem pied
nebo po navazani na hyaluronan. AvSak deacetylace hydrazinem casto snizuje délku fetézce
hyaluronanu. Vzhledem k tomu, Ze tyramin — cellobiosa je nedegrabilni, a proto je zachycena

v lysozomech v misté absorpce, tohoto se vyuziva ve studiich in vivo.

m COOH o, -_ @
HO NH; HO NH;

Tyrosin Tyramin

Aminosauren » Amine

Obr. 6: Dekarboxylace tyrosinu na tyramin
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4. Experimentalni ¢ast
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4.1. Pristroje

HPLC analyza byla provedena na zatfizeni Shimadzu s pumpou LC — 10 AD a termostatem
CTO-10 A:

Mobilni faze: 0.2 M octan amonny + 0.05 % azid sodny

Kolony: PL aquagel - OH 60 8um ( Agilent ), HEMA - BIO 1000 10pm ( Tessek )
Detektory: radiometricky detektor Raytest ( model Gabi Star — Biotech )

Teplota: 40 °C, termostat CTO — 10 A ( Shimadzu )

Pratok: 0.8 ml/min, pumpa LC — 10 AD ( Shimadzu )

Nastrik: smycka 200ul

Cas analyzy: 35 min

Analytické vahy ( Kern )

Elektromagnetickd michacka ( Premed )

Automatic Gamma Counter 1480 Wizard™ 3¢¢ ( Wallac, Finland )

4.2. Chemikalie

Chlorid sodny ( Lachema a.s. )

Dusi¢nan stiibrny ( Penta )

Fosfatovy pufr ph =74

piipraven z 1 / 15 M roztoku dihydratu hydrogenfosfore¢nanu ( Sigma - Aldrich ) sodného a
1 / 15 M roztoku dihydrogenfosfore¢nanu ( Sigma - Aldrich ) sodného v poméru 8 : 2

Filtr PTFE 13 mm, 0,45 um ( Radanal s.r.0. )

Kyselina hyaluronova modifikovana tyraminem do nejnizsiho stupné¢ ( Tm —HA - 1) byla
pripravena v laboratofich firmy Contipro, s.r.o., Dolni Dobrou¢, CR

Chloramin — T , N - chloro - p - toluensulfonova kyselina ( Sigma — Aldrich )
Jodogen, 1, 3, 4, 6 — tetrachloro - 3 a, 6 a — difenylglykouril ( Sigma — Aldrich )
Octan amonny, p.a. ( Sigma - Aldrich )

151 - Nal v 0,04 M NaOH, objemova aktivita 3700 MBqg/ml, vyrobce Izotop, Budapest’
Sephadex G - 50 M ( Sigma - Aldrich )

Toluen, p.a. ( Lachema a.s. )
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4.3. Metodika

4.3.1. Radioaktivni znaceni HA — Tm - 1 oxidativni jodaci ( 21 )

Teorie: Ke znadeni hyaluronové kyseliny radionuklidem 'I byla pouzita tyraminem

modifikovana HA.

1. Vlastni postup p¥ipravy ( provedeny pracovniky firmy Contipro, s.r.o., CR ): Kyselina
hyaluronova se necha po dobu 5 min aktivovat kyanobromidem ( pouZije se dvou moléarni
nadbytek dimerni HA ) pfi nizké teploté ( -10 az - 5 °C ) a vysokém pH ( pH =11, 0,25 M
uhlicitanového pufru ). Po aktivaci se pfida ekvimolarni ¢ast tyraminu k dimerni hyaluronové
kyseliné. Tato smés se poté michd 24 hodin pii pokojové teploté. Dale se hyaluronova
kyselina vysrazi pomoci 100 % 2 - propanolu a promyje se Ctyfikrat v desetindsobku 80 % 2 -
propanolu. Dale se susi promytim 100 % 2 - propanolem, toto promyti se opakuje dvakrat a

poté se produkt susi v susarné pfii teploté 40 °C po dobu 24 hodin.

0 Vv oNBr | Oy O o ol | ) o o
\,0 - 0 0 o Vv
OH HO -10°C )04 VY

HoN
R= \/\O\
OH

Tyramine

Obr. 7: Aktivace hyaluronové kyseliny kyanobromidem pfi teploté -10 °C pro reakci s
tyraminem

1.1. Radioaktivni znaceni s chloraminem - T

Nejprve byla vyzkousena metoda oxidativni jodace s pouzitim levného a snadno dostupného

chloraminu - T:

2,3 mg HA — TM - 1 bylo rozpousténo do druhého dne v 1,5 ml 0,05 M fosfatového pufru
pH = 7,4 ( rozpusténi nebylo uplné ). Suspenze byla ptefiltrovana PTFE filtrem 0,2 pm.
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Ke 200 pl prefiltrovaného nasyceného roztoku byly piidany 2 pl roztoku izotopu '*I — Nal

a2 pl (02 pg ) roztoku Chloraminu - T v 0.05 M fosfatovém pufru pH = 7,4 ( koncentrace
1 mg/ml ).

Soustava byla michana 1 minutu a ihned poté byl cely objem reakéni smési pro zastaveni
reakce a preciSténi nanesen na kolonu 1 x 29 cm plnénou Sephadexem G - 50 v prostiedi
destilované vody a byly jimany frakce po 1 ml. Jak ukazuje nasledujici graf €. 1, zfeymé diky
kratkému reakénimu casu doSlo pouze k ¢astenému oznaceni Tm - HA, ale vedle toho i1
k frakcionaci struktury, které se projevilo rozSifenim piku vysokomolekuldrni formy
( oxidacni ¢inidlo je ptitomno ve fazi reakce ). Proto byl jako oxida¢ni ¢inidlo zvolen
jodogen, ktery neni piitomen ve fazi reagujicich latek a je Setrnéjsi k biologicky aktivnim
makromolekulam. Jodogen se velmi tézko rozpousti ve vodég, a proto se pfipravuji reakéni

nadobky, které obsahuji toto oxida¢ni ¢inidlo na sténach.

300000 -

Aktivita

150000 -

0 T — T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35
ml

Graf ¢. 1: Elucni profil reakéni soustavy pfi znaceni HA — Tm - 1 jodem - 2|
oxidativni jodaci chloraminovou metodou ( separace HA z oxidujiciho prostfedi na
koloné Sephadexu G - 50 v H,0O )
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1.2. Priprava lahvicek s jodogenem

Do konické reakéni lahvicky ( Pierce ) bylo napipetovdno 10 pl jodogenu v toluenu

(1 pg/ ul) arozpoustédlo bylo odpateno proudem dusiku.
1.3. Priprava roztoku modifikované hyaluronové kyseliny

0,23 mg HA — Tm - 1 bylo do druhého dne rozpusténo v 1,15 ml 0,05 M fosfatového pufru
pH=74(cn=0,2mg/ml)

1.4. Jodace a rozdéleni reakcni soustavy

Nédobka s jodogenem byla nejprve proplachnuta 1 ml destilované vody a poté do ni bylo
napipetovano 500 pl roztoku modifikované hyaluronové kyseliny piefiltrované pites PTFE
filtr 0,20 um a dale byly pfidany 2 ul roztoku '*I ( Nal ) v 0,04 M NaOH. Reakce probihala
na magnetické michacce po dobu 10 min. Poté byla zastavena nanesenim reakcniho roztoku
na sklenénou kolonu ( 30 x 1 ¢cm ) naplnénou Sephadexem G — 50 s mobilni fazi 0,15 M
octanem amonnym. Po odkapani 6 ml mobilni fdze od naneseni vzorku bylo jiméano 30 frakci

po 20 kapkach (=cca 1 ml).

teorie:  Ke znaceni hyaluronové kyseliny radionuklidem '*I byl pouzit tyramin, nebot’
kyselina hyaluronovd nema vhodnou funkéni skupinu pro pfimé navazani radionuklidu.
Tyramin se navaze na sekundarni alkohol v poloze dvé D - glukuronové kyseliny za vzniku

karbamatové vazby ( NCOOH ).

&\»ﬁ;\x

OH

Obr. 8. D - glukuronova kyselina v sekvenci s navazanym tyraminem

27



Znaceni jodem komplexu hyaluronové kyseliny s tyraminem se pouzije metoda piimé

jodace s oxidac¢nim c¢inidlem jodogenem.

sklenénd kolona: Pii jimani jednotlivych frakci jsme vyuzily princip adsorpéni gelové

permeacni chromatografie. Déleni latek nastdva disledkem rGzné adsorpce, adsorbent
nepohybliva faze = modifikovany dextran — uvnitt gelu jsou pory, jedna se o molekulové sito.
Kolonou protéka elu¢ni ¢inidlo octan amonny — toto €inidlo je zvoleno dle polarity délenych
molekul. Molekuly vétsi nez jsou pory prochazeji pies kolonu stejnou rychlosti jako elu¢ni
¢inidlo. V pérech gelu jsou zachyceny malé molekuly — slabou polarni vazbou je zachycena

¢ast nenavazaného radionuklidu, ktery je pfitomen v hydrolizované formé.

4.4. Vysledky

4.4.1. Stanoveni aktivity komplexu 'l — Tm — HA

Postup stanoveni aktivity:

Aktivita frakci byla stanovena pomoci detektoru Automatic Gamma Counter 1480 Wizard™
3% ( Wallac ) a zpracovéana v programu Excel.
Ptiklad chromatografie znaceného produktu na Sephadexu G - 50 je uveden na grafu ¢.2.

Aktivity komplexu 125I-Tm-HA

400 000 -
350 000 -
300 000 -
250 000 -

200 000 -

Aktivita

150 000 -

100 000 -

50 000 +

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Cislo frakce

Graf ¢. 2: Priklad gelové permeacni chromatografie '*°1 — HA — Tm - 1 na Sephadexu

G -50v 0,15 M octanu amonném
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Frakce s nejvétsi aktivitou byly spojeny pro dalsi pouziti ( frakce 9, 10 ). Protoze nasledna
HPLC analyza ukazovala stale, 1 po pfeciSténi na Sephadexu, pfitomnost nizkomolekularni
radioaktivity, bylo provedeno piecisténi frakci pies srazeninu AgCl pfipravenou smichanim
1 ml 0,2 M chloridu sodného s Iml 0,1 M dusi¢nanu stiibrného v poméru 1:1 a nanesenim na

filtr.

Srazenina chloridu stfibrného nam slouzi k odstranéni zbytkl volného jodidu ( ktery je ve

stopové koncentraci podle reakce ):
AgCl+I" — Agl + CI

Radiochemicka Cistota byla dale potvrzena HPLC analyzou na pfistroji Shimadzu s gelovou

kolonou ( viz. ¢ast 4.4.2.).

4.4.2. Cistota komplexu "1 — Tm - HA

Cistota oznaceného produktu byla uréovana pomoci HPLC chromatografu Shimadzu pro
gelovou chromatografii. Mobilni faze byla stejna jako v pfipadé¢ gelové permeacni
chromatografie na Sephadexu — octan amonny. Kolony ( PL aquagel - OH 60 um )( Agilent ),
HEMA - BIO 1000 10 um ( Tessek ).

Jak ukazuje zdznam HPLC analyzy oznacené hyaluronové kyseliny z prvniho dne
( graf €. 2 ), vykazuje vzorek preCistény na Sephadexu a na sraZeniné chloridu stfibrného
vysokou radiochemickou Ccistotu s pouze méné nez jednim procentem nizkomolekuldrni

formy radioaktivity.

4.4.3. Stabilita komplexu '’ — Tm - HA

Stabilita radioaktivné znaCené¢ho produktu pfi jeho uchovani v lednici ( pii 4 °C ) byla

zjiStovéana v prubéhu deseti dnti pomoci HPLC analyzy.

Pik, ktery vykazuje nepatrnou aktivitu a objevuje se okolo 30 min, patii radiochemickym
necistotam. Tyto necistoty mohou piedstavovat ur¢ité mnozstvi nenavazaného radionuklidu
nebo radionuklid navdzany na piitomné chemické necistoty. Vzhledem k tomu, ze se vyska

tohoto piku sniZzila po filtraci ptes AgCl, jde o volny jodid.
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V priibéhu desetidenniho méteni bylo zjisténo velice pomalé uvoliiovani nizkomolekularni
radioaktivity zvazby na hyaluronovou kyselinu. Cistota komplexu v pribéhu celého
meéieného intervalu byla vysoké ( aktivita uvolnénd z vazby na HA — TM - 1 byla pouze fadu
nekolika procent ). Rozhodujici krok pro Cistotu komplexu je filtrace pies srazeninu chloridu

sodného s dusi¢nanem sodnym v poméru 1 : 1, kde je zachycena volnd forma jodidu na

stfibrné ionty.
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Stabilita a éistota komplexu 1251-Tm-HA

1. den

i T 15,39
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¢as (min.)

;60 =540 41,08

Graf. ¢. 3: Zaznam HPLC analyzy '®| — Tm - HA ihned po pfipravé a precisténi
na Sephadexu G - 50 a filtraci pfes AgCl
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Stabilita a éistota komplexu 1251-Tm-HA
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Graf. ¢. 4: Zaznam HPLC analyzy 'l — Tm - HA 24 hodin od pfipravy a precisténi
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Stabilita a ¢istota komplexu 1251-Tm-HA
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Graf. ¢. 5: Zaznam HPLC analyzy '*| — Tm - HA 48 hodin od pfipravy a precisténi
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Stabilita a ¢istota komplexu 1251-Tm-HA
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Graf. ¢. 6: Zaznam HPLC analyzy I — Tm - HA 72 hodin od pfipravy a precisténi
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Stabilita a ¢istota komplexu 1251-Tm-HA
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Graf. ¢. 7: Zaznam HPLC analyzy '®| — Tm - HA 144 hodin od pfipravy a precisténi
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Stabilita a ¢istota komplexu 1251-Tm-HA
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Graf. ¢. 8: Zaznam HPLC analyzy '®1 — Tm - HA 168 hodin od pfipravy a precisténi
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Stabilita a ¢istota komplexu 1251-Tm-HA
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Graf. ¢. 9: Zaznam HPLC analyzy '®I — Tm - HA 192 hodin od pfipravy a precisténi
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Stabilita a éistota komplexu 1251-Tm-HA
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Graf. ¢. 10: Zaznam HPLC analyzy I — Tm - HA 216 hodin od pfipravy a precisténi
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5. Diskuse
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1.

Piimé znaceni hyaluronové kyseliny riznymi radionuklidy neni mozné, nebot’ sama
kyselina hyaluronova neobsahuje pro radioaktivni znac¢eni vhodné funkéni skupiny. Proto
se vlastni hyaluronovd kyselina rtiznym zplsobem modifikuje, naptiklad vazbou
chelatont, které umoznuji vazbu kovovych radionuklidl, pifipadné¢ vazbou funkénich

skupin schopnych radiohalogenace.

V nasi praci jsme ziskali od kooperujicitho pracovisté tyraminem modifikovanou
hyaluronovou kyselinu o molekulové hmotnosti 200 kDa. Benzenové jadro tyraminu
predstavuje strukturu s vysokou elektronovou hustotou, na kterou se snadno vaze kladné
nabity elektrofil I, coz umoZiuje oznac¢eni modifikované hyaluronové kyseliny pomoci
radioizotopt jodu. Vyhoda této metody je predevSim v jeji jednoduchosti, efektivnosti,
v nizké cené radionuklidu I, kdy ani likvidace radioaktivniho odpadu neni naro¢na.
Dostatecné dlouhy polocas radionuklidu jodu ( 60 dni ) ndm umozni provadét
experimenty, jak v kratkych casovych intervalech, tak i v relativné dlouhém casovém

obdobi.

Pro jodaci tyraminem modifikované hyaluronové kyseliny byl jako oxidac¢ni ¢inidlo
zvolen nejdfive levny a snadno dostupny chloramin - T. Toto ¢inidlo, které je obsaZeno
ve fazi znaCené latky, vSak hyaluronovou kyselinu S$tépilo, jak ukazuje Siroky pik
vysokomolekularni formy p#i chromatografii na Sephadexu — graf ¢. 1. Metoda piimé

oxidativni jodace pomoci oxida¢niho ¢inidla chloraminu - T se ukazala jako malo Setrna.

Proto byla pro oznaceni aduktu Tm - HA zvolena metoda jodace pomoci jodogenu.
Tato latka je pro oxidativni jodaci jemnych biogennich struktur mnohem vhodnéjsi. Neni
pritomna piimo ve fazi se znacenou latkou, a i kdyz vlastni jodace probiha v delSim case,

ukazuje se, ze znaceny produkt neobsahuje rozstépené struktury makromolekuly.

Radiochemicka Cistota a zaroven stabilita komplexu '*°T —

Tm — HA byly provéfeny
pouzitim separacni analytické metody — HPLC. Bylo prokazano, Ze stabilita komplexu je
relativné velmi dobra, sloZeni struktury se s ¢asem neméni ( nevznikaji nizkomolekularni

fragmenty ).

Dulezity bude, ale stupent modifikace hyaluronové kyseliny tyraminem, kdy navazani
ptilis velkého mnozstvi tyraminovych skupin mize podstatné zménit fyzikalng -

chemické, a tim 1 biologické chovani znaené molekuly.
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5.

Sklenéna kolonka naplnénd Sephadexem G - 50 s mobilni fazi 0,15 M octanem
amonnym nam umoznila oddé€leni radioaktivné znacené hyaluronové kyseliny
( vysokomolekuldrni latka ) od chemicky agresivniho reakcniho prostfedi pii jodaci
( které predstavuje nizkomolekularni reakéni zplodiny a nenavazanou radioaktivitu ).
Bohuzel, ale nedo$lo kuplnému oddéleni volného jodidu, ktery zlstdva castecné
nespecificky vazan ve strukture HA. K tomuto uUcelu se ukdzala vhodna separace

radiojodidu na srazenin¢ chloridu stfibrného.

Stabilita vySe zminéné radioaktivné oznacené struktury byla prokazana i dal$imi
experimenty provadénymi jinymi pracovniky katedry. Slo o stanoveni stability 127
—TM - HA v modelovém prostiedi Zalude¢ni §t'avy a v potkani plasmé. Latka se v téchto
prostiedich v podstaté nestépila ( plasma ), piipadné Stépila velmi pomalu
( prostfedi Zaludku ). Tento zavér je dilezity pro posuzovani biologického chovani

jodované hyaluronové kyseliny po peroradlnim podani.

41



6. Zavér
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Byla prostudovéna literatura tykajici se metod jodace.

Byla pfipravena radioaktivné znacend hyaluronova kyselina modifikovana tyraminem
oxidativni jodaci a nalezena metoda jejiho pfecisténi pomoci gelové permeacni

chromatografie na Sephadexu G - 50 a filtrace pies srazeninu chloridu stfibrného.

Byla ovétena Cistota tohoto radioaktivné zna¢ené¢ho produktu pomoci gelové permeacni

chromatografie na HPLC zatizeni Shimadzu.

Stejnym zpisobem byla dale ovéfena kineticka stabilita radioaktivné znacené

modifikované hyaluronové kyseliny.
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7. Souhrn
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Studium radioaktivniho znaceni hyaluronové kyseliny oxidativni jodaci

Diplomova prace

Eliska Dvorackova
2009
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

V ramci této prace byla prostudovana literatura, tykajici se vlastnosti a vyuziti kyseliny
hyaluronové a metod radioaktivniho znafeni slouCenin se zaméfenim na jodaci.
V experimentalni ¢asti prace byly vyzkouSeny dv€ metody oxidativni jodace hyaluronové
pouzitd chloraminova metoda se ukazala jako nevhodnd, diky pfitomnosti oxidacniho ¢inidla
ve fazi s hyaluronovou kyselinou doslo k ¢astecnému Stépeni fetézce znacCené latky. Dalsi
metoda jodace s pouzitim jodogenu, je reakci heterogenni, kdy je oxida¢ni ¢inidlo pfitomno
jako ve vodé nerozpustny odparek na sténach reakéni nadobky. Tento zpiisob znaceni byl
proto k hyaluronové kyseliné mnohem Setrné¢jsi. Zastaveni reakce bylo provedeno nanesenim
reakcni soustavy na kolonu se Sephadexem G — 50, kde doslo k oddéleni oznacené slouceniny
od agresivniho reakéniho prostfedi. Ukéazalo se, Ze tento zplsob preciSténi znafeného
produktu neodstrani z roztoku zbytky radioaktivniho jodidu, proto bylo provedeno promyti
znac¢ené hyaluronové kyseliny pies filtr se srazeninou chloridu stfibrného. Pro stanoveni
radiochemické Cistoty a stability znaceného produktu byla pouzita gelova permeacni
chromatografie na automatickém HPLC zafizeni Shimadzu. Vysledky studia stability
v prostiedi acetatového pufru neutralniho pH pfi teploté 4 °C ukazuji, Ze oznacena struktura je
relativné stabilni. Takto znafeny produkt by mohl slouzit ke studiu metabolismu kyseliny
hyaluronové po perordlnim podani, ptipadné poslouzit k identifikaci hyaluronan vazebnych

proteind, které hraji v organismu dilezitou roli pti patologickych dé&jich.
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8. Abstract
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Study of radiolabelling of hyaluronic acid by oxidative iodination

Diploma paper
EliSka Dvorackova
2009
Charles University in Prague, Pharmaceutical Faculty in Hradec Kralové
Department of biophysics and physical chemistry

In the frame of this work the literature describing characteristics and possible applications
of hyaluronic acid and methods of radiolabelling of compounds with a view to the
radioiodination was read up. In experimental part of the task two methods of oxidative
iodination of hyaluronic acid modified by tyramine with the lowest degree of modification
(HA —TM — 1) was examined. Chloramine method, used as first one, turned out ineligible as
due to presence of oxidative agent in the phase with hyaluronic acid a partial degradation of
the sequence occurred. Another method of iodination with the use of iodogen is heterogenous
reaction, oxidative agent is present as an insoluble deposit on the walls of the reaction vial.
This method of radiolabelling was more moderate to hyaluronic acid. The reaction was
interrupted by applying the reaction system on the column with Sephadex G — 50 wherby the
labelled compound was separated from the aggressive reactive environment. It turned out that
this way of refinement of the labelled product does not eliminate the rests of the radioactive
1odide. Therefore the labelled hyaluronic acid was washed through a filter with silver chloride
coagulation. For assessment of radiochemical cleanness and stableness of the labelled product
a gel permeation chromatography an automatic Shimadzu HPLC unit was used. The results of
the stableness study in environment of a pH neutral acetate buffer at 4 °C show that the
labelled structure is relatively stable. Such a labelled product could enable examination of
metabolism of hyaluronic acid oral use. Additionally it could be used for identification of
hyaluronan binding proteins that are of an important role by pathological processes in

organism.

47



9. Zkratky

HA hyaluronova kyselina

HPLC vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

HA - Tm hyaluronova kyselina modifikovana tyraminem
Tm tyramin

R4

HA —TM-1 hyaluronova kyselina modifikovand tyraminem do nejnizsiho stupné
PTFE polytetraflourethylen

GPC gelova permeacni chromatografie
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