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Vynalez sa tyka spisobu pripravy (SH) rédioizotopom znadenych frakcii kyseliny hya~
lurénovej alebo jej soli o definovanej molekulovej hmotnosti a hodnotenia kvality tychto
latok.

Kyselina hyalurcnovd /HA/ a jej derivaty sl polysacharidy glykdzaminoglykany zloZe~
né z opakujucich sa jednotiek glukurondtu a N-acetylglukozaminu. Narastujuci zdujem o
vyskum HA a jej derivétov je spBsobeny rozSirujiucim sa uplatnenim radu prepardtov s obsa-
hom HA v oftalmologii, reumatologii, dermatologii a v daldich odboroch medicinskej praxe.
MoZnosti rozdirenia aplikacii HA a jej derivatov zdvisia tiez od daldieho poznania ich
biochémie v organizme Zivodichov. Pre in vivo 3tddie sa s vyhodou pouZiva rédioizotopom
znatena HA resp. jej derivéty. Tieto latky musia maft vysokl /= 95 %/ rédiochemickd Zisto-
tu a vysoku mernd rédigaktivitu, HA resp. jej soli je moZné ziskat z tkaniva kohitich
hrebienkov, z Iudskej pupo&nej Sntry, zo sklovca alebo z priedu3nice hovddzieho dobytka,
ale z baktérii Streptocaccus zooepidemicus. HA izolovani z ktoréhokolvek zdroja je &truk-
turdlne identickd, mdZe viak byf izolovand s variabilnym stupfiom &istoty i polymerizad-
ného stupna.

Na pripravu rédiocaktivne znafenej HA a jej derivétov sa vyufivajd dva spBsoby:

1. K danému bipsyntetizujucemu systému /bunky, tkaninové kultlry/ produkujlicemu HA sa
pridajt rédisaktivne prekurzory /napr. (3H)-, (14C)- glukdza, N-acetylglukozamin/.
Tymto spbsobom sa pripravila (3H)- i( 4C)- znadena HA s molekulovou hmotnostou ré-
dovo az 10° Da /Gallagher 3.T. + kol.: Biochem. 3. 148, 187, /1975/; Winterbourne D.
Je + kol.: Biochem. J. 182, 707, /1979/; Underhill C.B., Toole B.P.: J., Cell Biol. 82,

475, /1979/).

Vyhodou tejto metody je, Ze sa ziska HA s vysokou molekulovou hmotnostou a pouZitim
gpecificky znadenych prekurzorov mbZe byf radiocaktivita zavedend na 3Specifické mies~-
to v molekule HA.

Nevyhodou tohts spfscbu pripravy radisaktivnej HA je précnost izolicie znalenej HA

z reakdnej zmesi, potreba jej dodistenia od balastnych rédicizotspom znacenych endo-
génnych latok, pomerne nizky réadiachemicky vyfaZok, &asto nizka alebo nezndma merna
rédioaktivita, pristrojovad naroénost.

2. Chemicks metdda pripravy rddicaktivne znadenej HA bola prvykrat publikovand v r.1982
/Hook M. + kol.: Anal. Biochem. 118, 236, /1982/, ked autori pripravili hyalurdnovd
kyselinu N-deacetyléciou nativnej HA hydrazinom a néslednou N(3H)~acetyléci0u s (3H)-
-acetanhydridom. Izolécia vysckomolekulovej frakcie (3H)-hya1ur6nnvej kyseliny od
nizkomplekulovych frakcii sa robila rovnovéinou dialyzou a gélovou chromatografiou.
Touto metddou sa pripravila HA s mernou rédipaktivitou (3-4) x 10° cpm/ /ug kyseliny
urﬁnovejf

Nevyhodou tohto postupu je, Ze cely proces pripravy a izolacie (3H)-hyalur5nnvej
kyseliny je ndroény vzhladom na materidlne vybavenie i &as a poskytuje derivét s pomerne
nizkou mernou rédicaktivitou.

Balsiu metodu na pripravu vysokomolekulovej HA /o mol. hmot. 3 x 10° Da/ znadend
triciom vypracovali Orlando a kol., /Orlando P. + kol.: 3, Label, Comp. Radiopharm. 22, 961,
/1985/), HA sa oxidovala jodistanom sodnym a po vyélsteni oxidaénéhe produktu ultrafil-
traciou a rovnovéZnou dialyzgu sa spatne redukovala s ( H)-NaBH4. Pp doéisteni produktu
rovnovaznou dialyzou a ultrafiltraciou sa ziskala ( H)-hyaluronnvé kyselina s rédioche~
mickou &istotou 95 § a s mernou radiosaktivitou ~5,55 MBq/mg.-

Nevyhodou tejto metody je, Ze pri oxidécii sa zniZuje molekulovd hmotnost HA a e
ultrafiltracia nie je najvhodnejdia, keahe blumakromolekuly ¢asto upchévajl pory v ultra=

filtraénych membranach.

Metdda, pri ktorej sa zachovava integrita molekuly HA po zavedeni izotopu s vysokou
mernou radicaktivitou pozostdéva z redukcie aligosacharidov HA pomocou NaBH, /modifikuje sa
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iba koncovy redukujici cukor/, oxidécie vicindlaych hydroxylovych skupin a reakcie s al-
kyldiaminmi a s Bslton-Hunterovym reagensom /N-sukcinimidyl-3-(4~hydroxyfenyl)propicnédt/.
Vysledny hydroxyfenyl derivét HA sa Yahko radioiocdiduje s Na1251 na redukujicom konci
refazca. Touto metddou moZno ziskaf oligosacharidy HAs mernou rédicaktivitou aZz 1000krat
vy&3cu (Raja R.J. + kol.: Anal. Biochem. 139, 168, /1984/) ako uddvajl autori vyssie opi~
sanych metod.

Nevyhodou metody je, %e nie je vhodnd pre polymérnu, ale iba pre nlignmérnd HA .

Kyselinu hyalbrénuvd mozno jednoducho previest na kyselinu (3H)-hyalur6nov0 izoto~-
povou vymenou vodikov za tricium ve vodnom rcztoku za katalyzy Pd/CaCOj.

Derivét (3H)—hyalur6novej kyseliny moZnc tieZ pripravit alkyléciou natdivneho biopo-
lyméru s (SH)-mstylbrnmidum s vysokou mernou radiosaktivitou /1,5 TBq/méil/, v prostreddi
kvapalného amoniaku pri nizkej teplote (~33,5 0C) bez 3pecidlnej Upravy vychodiskovej HA.
Tymto spSschom sa pripravi reakdnd zmes s vysoksu mernou rddiocaktivitou, z ktorej sa vy-
sokomolekulovy derivat 3H-hyalura’nnvej kyseliny, resp. jeho frakcie dalej vyizolujd niekto-
rou vhodnou metddou a charakterizujd.

Na charakterizéaciu molekulovych hmotnosti HA boli pouZité nasledujuce techniky:

a) viskozimetria (H. Bothner, T. Waaler, 0. Wik: Int. J. Biol. Macromol. 1988, 10, 287~
-291; E. Shimada, G. Matsumura: J. Biochem. 78, 513-517, 1975; .

b) rozptyl svetla (H. Bothner, T. Waaler, O, Wik: Ing. J. Biol. Macromol. 1988, 10, 287-
-291; R. L, Cleland: Arch. Biochem. Bicphys. 1977, 180, 57-G8; Barret T.¥., Baxter J.
E.: Physisl. Chen. Phys, 1982, 14, 18-29);

c) sedimentadna analyza (Swann D. A.: Biochem. Biophys. Acta 1968, 156, 17-30; T. C. Lau~
rent, M. Ryan, A. Pietruszkiewicz: Biochim. Biophys. Acta 1960, 42, 476-485);

d) rovnovédina ultracentrifugécia (€. Shimada, G. Matsumura: J. Biochem. 78, 513-517,
1975) ; C ‘

e) gélova chromatografia (N. Motohashi, I. Mori: J. Chromatogr. 1934, 299, 508-512; M.
Terbojevich, A. Cesani, M. Palumbo: Carbchydr. Res., 1985, 157, 269-272; Beaty N. B.,
Tew W. P., Mello R. J.: Anal. Biochem. 1985, 147, 387-395).

Z3sadnou nevyhodou viskozimetrie a rozptylu avetla je, Ze sa tymitso metdidami stano-
vi len priemernd molekulové hmotnost (viskozitny, M, resp. hmotnostny, ﬁw' priemer) a
pelyméry s rozdielnou distriblciou molekulovych hmotnosti mBzu byf povaZovand v disled~
ku rovnakych hodngt ﬁv' &i ﬁw za totoZné ldtky. Sedimentadna analyza ako i rovnovdZna
ultracentrifugdcia poskytuji sice 3irdiu vypoved o tvare distribicie melekulovych hmot-
nosti analyzovaného polyméru, av3ak prevadzka tychto metod je cenovo nelimerne vysokd. Gé-
lové chromatografia na rozdiel od jej vysokot&innej modifikdcie (HP GPC) je pomerne poma-
14. Jedna analyza spravidla trvad niekolko hodin a% desiatok hodin.

Pre charakterizdciu distriblcie molekulsvych hmotnosti, aks aj jednotlivych defino-~
vych priemerov molekulovej hmotnosti polymérov (biopolymérov) sa dnes vo svete najfrekven~
tovanej$ie pouZziva metdda vysokotdinnej gélovej permeadnej chromatografie (KP GPC).

Uvedené nevyhody zndmych postupov odstranuje spbsob pripravy (3H) rddioizotopom zna-
genych frakcii kyseliny hvalurénnvej alebo jej soli o definovanej molekulovej hmotnosti
podla vyndlezu. Jeho podstata je, Ze sa nativna kyselina hyalurfnova alebo jej sol oznadi
(3H) réddioizotopom a zmeria sa radiocaktivita odobratej vzorky metodou kvapalinovej scin-
tiladne] spektrometrie (LSS). Znafend HA sa s vyhodou robi tak, Zs sa na vodny raztuk_kyseli—
ny hyalurﬁnnvej alebo jej soli pbsobi za pritomnosti katalyzdtora Pd/CaCO3 plynnym tri-
ciom, odstréni sa rozptdtadlo a labilnd rddicaktivta. Inym vhodnyn spfsobom znadenia HA
je, 2e sa alkyluje s (3H)~methylbromidom v prostredi kvapalného amoniaku, ktory sa po neu-
tralizdcii odstréni. (°H) rddiocizotopom oznalend kyselina hyalurdnovd alebo jej sol sa ne-
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chd prechidzat cez vrstvu kationomenida, s vyhodou zo skupiny derivdtov karboxymetylce-
luldzy. Ndsledne sa HA alebo jej sol rozdeli na frakcie a stanovi sa ich modekulovad
hmotnost metddou vysokoldinnej gélovej permeadnej chromatografie (HP GPC). HP GPC izoplé-
cia a identifikdcia frakcii (3H)-HA ako aj soli sa robi pomecou chromatografickych kslon
naplnenych hydroxyethylmetakrylétom. Ako mobilnd féza sa pouzije 0,1 M vodny roztok du-
si&nanu sodného, NaN0. Nakoniec sa'zmeria radioaktivita odobratej vzorky prisludnej frak-
cie HA alebo jej soli metodou kvapalinovej scintiladnej spektrometrie.

Prednosti navrhovanéha spBsobu spodivaji predovietkym v tom, %e bez predchidzajicej
modifikdcie vychodiskovej HA, ktord ¢asto mala za ndsledok zniZenie molekulovej hmotnos-
ti, sa dosiahne oznaZenie HA triciom s molovou rédioaktLVLtou niekoIkonasabne vy$sSou ako
pri doteraz pouZivanych metodach, Jalej izeldcia ( H) hyalurdnovej kyseliny alebo jej so-
1i z reakénej zmesi pomocnou GPC, ktord je jednoduchd a nendreénd, je uinnejSia ako do-
teraz pouZivané (dialyza resp. ultrafiltrdcia); vysokollinnd modifikdcia GPC je aj pod-
statne rychlejS$ia. Okrem vysskem mernej radioaktivity sa spBsobom podla vynélezu pripra-
vi (3H)-hya1ur6nové kyselina resp. jej sol s vysokou réddischemickou &istotou priéom kom-
bindciou metdd- GPC a LSS moZno okrem toho- jednoducho charakterizovat ich molekulovd dis~
tribtUciu a polymolekularitu a stanovif mernd radicaktivitu r8znych frakcii.

Balej uvedené priklady ozrejmuji navrhovany postup, pridom vSak nijaks necbmedzujd
rozsah ochrany vyndlezu. '

Priklad 1

Do reak&nej banky o objeme 1,0 ml sa odvaZi 10 mg katalyzdtora (10% PdO/CaCOs) a
pripipetuje sa 0,5 ml vodného roztoku kyseliny hyaluronovej (10 mg). Reak&né banka sa po-
tom pripeoji k titradnej aparattre. Jej obsah sa ochladi kvapalnym dusikom a titracnéd apa-
rattra sa evakuuje. Do reak&nej banky sa za pomoci Toeplerovej pumpy privedie ds zdsob-
nika 200 G3q tricia bez nosifa. Reak&nd zmes sa premiedava elektromagneticky pri tepls=-
to 295 K. Po 100 min. sa reakcia ukondi, obsah reaknej banky sa zmrazi a zostatkové
tricium sa prevedie do zisobniko. Mrazovou sublimdciou v uzavretem systéme sa odstrani
rozptitadlo a labilnd radicaktivita. Odparck sa rozpusti v 2'ml redestilovanej vody a ka-
talyzdtor sa oddeli odstredenim. Zbytky labilne viazanéhe tricia sa odstrdnia opakovanou
mrazovou sublimdciou v uzavretom systéme. Vzorka reakénej zmesi sa nastrekne do HP GPC
systému a na koldnach naplnenych hydroxyethylmetakryldtom (Separon HEMA S~1000 a Separon
HEMA S$-300) zapajenych v sérii sa reakénd zmes rozdeli do frakcii o rdznej molekulovej
hmotnosti. Mobilnd fdzu tvori O,1 M vodny-roztok dusilnanu. sodného, NaNO. K izolovanym
~frakcidm (3H) hyalurdnovej kyssliny sa prids alikvotné mnoZstvoskvapalnéhe scintilatora
a ich radicaktivita sa zmeria metddou kvapalinovej scintiladnej spektrometrie na pristro-
ji Packard 300 CD.

Z vysokomolekulovych frakecidi (3H)—HA s vysokou rédipaktivitou sa alikvotnd &ast (100 /ul)
opatovne nastrekne do HP GPC systému a stanovia sa molekulové charakteristiky (3H)-hyalu-
ronovej kyseliny. Zo ziskanych hodndt boli vypoditané ndsledovné charakteristiky:

~ priemernd molekulovéd hmotnost Mp (3H)-HA = 2,28 X 105 Da
- polymolekularita vzorky D = 1,98
- mernd rédiocaktivita &istej (3H)—HA = 8,3 MBg/mg

Priklad 2

K vodnému roztoku kyseliny hyalurdnovej (5 mg v 0,5 ml redestilovanej vody) sa pridé
0,6 ml etanolu a 9 ml éteru. Vzniknuty-roztok s bielou suspenziou sa odpari na vékuove j
odparke a odparok sa vysu3i do konStantnej hmotnosti. Reak&nd aparatura so spatnym chla=
didom sa vyplachne sudenym amoniakom. K odparku v reakénej banke o objeme 10 ml sa pri=
destilujd 3 ml suchého amoniaku. Reak&nd zmes sa mieda 10 min za varu amoniaku a k re-
akénej zmesi sa pridaji 2 mg sodika. Vzniknuty medry roztok sa za minGtu odfarbi. Pridd

<%
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sa 0,5 ml toluénu, v ktorom je rozpustenych 5 GBq (3H)-metylbrumidu. Reakénd zmes sa re-
fluxuje 1 hodinu pri elektromagnetickom miedani. Kvapalny amoniak sa po neutralizdcii

(4 mg HN Cl) necha odparit. Odparok sa rozpusti v redestilovanej vode a znova odpari. Po
rozpusteni odparku sa &ista ( H) hyaluronova kyselina izcluje zo zmesi pomocou Gélavej
permeadnej chromategrafie na koldne Superose 6 {sietovans agarnza) tak, Ze zmes sa roz-
deli do frakcii podla molekulovych hmutnustl, v ktorych sa zmeria radioaktivita metodou
‘LSS. vysokomolekulové frakcie &iste] ( H) HA s vysokou mernou radiocsktivitou sa spoja a
opatovne analyzuju gélaovou permeanou chromatografiou na pristroji FPLC Pharmacia a kva-
palinaovou scintilanou spektrometriou na pristroji Packard 300 CD.

Z nameranych hodnot boli vypoditané nasledovné charakteristiky:

- priemernd molekulovd hmotnost M (BH)-HA = 3,92 x 10° DA
polymolekularita vzorky D= 1,85
mernd radicaktivita ( H)—HA = 37,2 MBg/mg.

Priklad 3

Z reakénej zmesi, pripravenej podla prikladu 2, sa alikvotnd gast vysokomolekulové-
ho (SH)—derivétu kyseliny hyalurénovaj nastrekne do HP GPC systému, uvedeného v prikla~
de 1 a frakcionujoe sa na frakcie'po 0,65 ml eflueﬁta, v ktorych sa zmeria radisaktivita
metfdou LSC uvedenou v priklade 1. Z frakcie s najvySSou rddioaktivitou sa do HP GPC sys-
tému opatovne nastrekne vzorka, kvuli charakterizdcii distriblcie jej molekulovych hmot-
nosti. Zistili sa tieto hodnoty ( H) ~derivatu kyseliny hyaluronnveJ
Priemerna molekulovia hmotnostt Mp = 9,91 x 104 Da; polymolekularita D = 1,37; mernd radio-
aktivita 7,6 MBg/mg.

Obdobne moZno danou metodou charakterizovat ktortkolvek frakciu vysokomolekulového
(BH)—derivétu kyseliny hyalurénovaj.

Priklad 4

fistd (3H) hyaluronnvé kyselina pripravena podla prikladu 2 sa pndrnbila enzymatic~
kej degraddcii enzymom-hyaluronidszou EC 3.2.1.35 (Sevac, USOL Praha) pri 37 %. Mno2-~
stvo pridaného enzymu bolo 48 TRU/1 mg ( H) ~HA. V Zasovych intervaloch (0,2, 6, 10 a 24 h)
sa odoberalo po 100 ,ul reak&nej.zmesi, 10 minGt sa nechalo povarif na inaktivéciu enzy-
mu a odcentrifugovals pri 15 000 ot/min. HP GPC analyza, raovnako ako meranie distribdcie
rédisaktivity jednotlivych vzoriek bols robené ako v priklade 1. Z distribicie radiocak-
tivity po 24 hod. digescii vyplynulo, Ze eluny objem je 14,4 ml, &o odpovedd hodnote
M, = 30 000 Da a radiocaktivita 19 693 dpm. Po 48 hod. digescii bol eludny objem 15 ml a
rédioakvitia 21 183 dpm. Vznikly pik radicaktlvnej ( H) HA sa u% Jal3im pBscbenim enzymu
nezmenil. Vyslednd frakcia nizkomolekulovej { H)~HA sa vyznacu;e nizmou polydisperzitou,
preto jej rédivaktivita nardstla. Uvedena kinetika degradacie ( H) -HA je totoZné s kine-
tikou degradidcie neznadenej kyseliny hyalurdnovej.

PATENTOVE NAROKY

1. Sphsob pripravy (3H) radioizotopom znadenych frakeii kyseliny hyalurénuvej alebs jej
soli o definovanoj molekulovej hmotnessi, vyznalujlci sa tym, Ze sa nativna kyselina
hyaluronovd alebo jej sol oznadi (3H) rédicizotopom, zmeria sa rddioaktivita cdobra-
tej vzorky metddou kvapalinovej scintiladnej spektrometrie, rddioizotopom oznalena
kyselina hyalurnnnvé, alebo jej sol sa nechd prechidzat cez vrstvu kationomenila s vy-
hodou zo skupiny derivétov karboxymetylcelulnzy, nasledne sa kyselina hyalurunOVa ale~
bo jej sol rozdeli na frakcie metddou vysokotdinnej gélovej permeainej chromatografie
a potom sa zmeria radipaktivita odobrate] vzorky prisluinej frakcie kyseliny hyalurg-
novej alebs jej soli metddou kvapalinovej scintilanej spektronetrie.
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SpBsob pripravy podfa bodu 1, vyznadujtci sa tym, Ze sa nativna kyselina hyalurdnova
alebo jej sol oznadi (3H) rédicizotopom tak, %e sa na vodny roztok kyseliny hyaluro-
novej alebo jej soli posobi za pritomnosti katalyzdtora Pd/CaCO3 plynnym triciom, od-
strani sa rozpu$tadls a labilnd rédipaktivita.

Sposob pripravy podla bodu 1, vyznadujici sa tym; Ze sa nativna kyselina hyalurdnova
alebo jej sol oznadi (SH) radioizotopom tak, Ze sa alkyluje s (SH)—metylbrumidnm v
prostredi kvapalného amoniaku, ktory sa po neutralizdcii odstriéni.
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