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1  SEZNAM ZKRATEK   


2-AP  2-aminopyridin 


6-AQ  6-aminochinolin 


ABA  2-aminobenzamin 


AMAC  2-aminoakridon 


APTS  8-aminopyren-1,3,6-trisulfonát 


BAP  biotin aminopyridin 


Bk  bikunin 


CS  chondroitin sulfát 


CZE  kapilární zónová elektroforéza (capillary zone electrophoresis) 
 DEP  částice z výfukových plynů (diesel exhaust particles) 


DMSO  dimethylsulfoxid 


DNA  deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleic acid) 


DS  dermatan sulfát 


EDTA  etylendiamintetraoctová kyselina 


EPO  erytropoetin 


ESI  ionizace elektrosprejem (electrospray ionization) 


EULAR  Evropská liga proti revmatismu (European League Against 
 Rheumatism) 


FACE  Elektroforéza fluoroforem značených sacharidů (fluorophore-assisted 
 carbohydrate electrophoresis) 


FD  fluorescenční detektor 


GAG  glykosaminoglykany 


Gal  galaktóza 


GalNAc  N-acetylgalaktosamin 


GlcUA  glukuronová kyselina 


Gly  glycin 


GSH  glutathion 


HA  hyaluronová kyselina 


HARE  HA receptor pro endocytózu (HA receptore for endocytosis) 


HDL  high-density lipoprotein 


Hep  heparin 


HPCE  vysokoúčinná kapilární elektroforéza (high-performance capillary 
electrophoresis), někdy uváděna jen jako CE 
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HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high-performance liquid 
 chromatography) 


HPSEC  vysokoúčinná gelová chromatografie (high-performance 
 size-exclusion liquid chromatography) 


HS  heparan sulfát 


HXA  hexylamin 


i.v.  intravenózní podání 


IPRP  iontově párová reverzní fáze 


IT  iontová past (ion trap) 


LDL  low-density lipoprotein 


LIF  laserem indukovaná fluorescence (laser-induced fluorescence) 
 MALDI  ionizace laserovou desorpcí za přítomnosti matrice (matrix-assisted 


laser desorption/ionization) 


MF  mobilní fáze 


MS  hmotová (hmotnostní) spektrometrie (mass spectrometry) 
 NMR  nukleární magnetická rezonance (nuclear magnetic resonance) 
 OSCS  CS s vysokým stupněm sulfatace (oversulfated CS) 


PAGE  elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (polyacrylamide gel 
 electrophoresis) 


PAPS  3„-fosfoadenosin-5„-fosfosulfát 


PDA  detektor diodového pole (photodiode array) jinak téţ DAD 
 (diode-array detektor) 


RP  reverzní fáze (reverse-phase) 
 SAX-HPLC  strong-aninon exchange HPLC 


Ser  serin 


SOD  superoxid dismutáza 


UDP  uridindifosfát (součást aktivních cukrů, tzv. UDP-cukrů) 
 UPLC  ultraúčinná kapalinová chromatografie (ultraperformance LC) 
 VLDL  very low-density lipoprotein 


Xyl  xylóza 


ΔDi-(x)s, 
 ΔDi-(x),(y)dis 


sulfatované CS disacharidy, kde (x) a (y) označují polohu sulfatace 


ΔDi-HA  disacharid získaný enzymovým štěpením hyaluronové kyseliny 
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2  ÚVOD A CÍL PRÁCE   


Jak bude uvedeno v teoretické části, chondroitin sulfát je polysacharid patřící do 
 skupiny glykosaminoglykanů. Tato látka se vyznačuje mnoha biologickými aktivitami, 
 z nichţ nejdůleţitější je její schopnost mírnit průběh artrózy – proto se také chondroitin 
 sulfát pouţívá jako farmaceutický přípravek či potravinový doplněk indikovaný u takto 
 postiţených pacientů. 


Nejvíce  vyuţívané  analytické  metody  stanovení  této  látky  jsou  vysokoúčinná 
 kapalinová chromatografie (HPLC), elektroforéza na agarózovém  gelu  a vysokoúčinná 
 kapilární elektroforéza (HPCE). 


Cílem  této  rešeršní  práce  bylo  shromáţdit  a  porovnat  informace  týkající  se 
 moţností analytického stanovení chondroitin sulfátu v potravinových doplňcích. 


Zdrojem informací pro tuto práci byla odborná literatura a především internetové 
informační  databáze  Current  Contents  Connect®  (Web  of  KnowledgeSM), Science 
Direct®,  Wiley  InterScience®  a  SpringerLink®.  Pro  vyhledávání  byla  nejčastěji 
pouţita klíčová slova chondroitin sulfate, HPLC, electrophoresis, dietary supplements, 
nutraceuticals,  a  determination  of  chondroitin.  Informace  pro  rešeršní  práci  byly 
čerpány z literatury publikované v letech 1993-2010. 
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3  TEORETICKÁ ČÁST 


Chondroitin  sulfát  (CS) byl  poprvé izolován z chrupavky v roce 1884, ale jeho 
 struktura  byla  popsána  aţ  v roce  1925  P. Levenem.  Ten  ukázal,  ţe  se  skládá 
 z D-glukuronové  kyseliny  a  z D-galaktosaminu  spolu  s acetátem  a  sulfátem  v ekvi-
 molárním  mnoţství.  Přesná  struktura  však  byla  zjištěna  aţ  později  –  laboratoř  Karla 
 Meyera (1934) izolovala a charakterizovala kyselinu hyaluronovou a následně i keratan 
 sulfát a CS (1). 



3.1  CHEMICKÁ STRUKTURA CHONDROITIN SULFÁTU 


CS patří mezi glykosaminoglykany (GAG), jinak nazývané mukopolysacharidy, 
 coţ  jsou  lineární  polymery  opakujících  se  disacharidových  jednotek  sloţených 
 z uronových  kyselin  a  aminocukrů  (2)  (3)  (4) (5).  Ve  většině  mukopolysacharidů  je 
 jedna  z hydroxyskupin  esterována  sulfátem.  GAG  jsou  připojeny  k extracelulárním 
 proteinům a tvoří tak proteoglykany (5) (6). 


CS  je  sloţený  z alternujících  sekvencí  ß-glukuronové  kyseliny  (GlcUA)  a 
 N-acetylgalaktosaminu  (GalNAc;  resp.  N-acetylgalaktosaminsulfátu)  spojené ß(1→3) 
 vazbami  (7).  Jeho  řetězec  obsahuje  i  více  neţ  100  monosacharidových  jednotek  (8). 


Podle polohy sulfátové skupiny rozlišujeme čtyři typy CS:  chondroitin sulfát A (uhlík 
 C4,  tj.  obsahuje N-acetyl-D-galaktosamin-4-sulfát),  chondroitin  sulfát  C  (uhlík  C6), 
 chondroitin  sulfát  D  (uhlíky  C2  a  C6)  a  chondroitin  sulfát  E  (uhlíky  C4  a  C6)  (4)  (9). 


Dříve  do  této  skupiny  patřil  ještě  chondroitin  sulfát  B  (uhlíky  C2  a  C4),  coţ  je  starý 
 název pro dermatan sulfát (DS) (10) (11). 


Nejčastěji  se  vyskytují  polymery  chondroitin-4-sulfátu  (CSA)  a  chondroitin-6-
 -sulfátu (CSC) (3) (11).  


O


HO
 HO


O
 OH


O O


HO


NH
 O


O
 O


SO3-
 O


n=15-150
 O


HO
 HO


O
 OH


O O


O
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 O


O
 OH
 O


n=15-150
 SO3-


Obr. 1 Základní disacharidová jednotka chondroitin-4-sulfátu a chondroitin-6-sulfátu. 
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3.2  VÝSKYT  CHONDROITIN  SULFÁTU  V ORGANISMU  A  JEHO  FUNKCE 


CS se v organismu v největším mnoţství nachází v extracelulární matrix (ECM) 
 pojivové  tkáně,  kde  přispívá  k pevnosti  v tahu  (5)  a  k její  pruţnosti.    CS  je  tedy 
 významnou sloţkou chrupavky (8). Pojivová tkáň je produkována fibroblasty; vyplňuje 
 prostor  mezi  buňkami  a  udrţuje  je  i  tkáně  pohromadě.  Obsahuje  strukturní  proteiny 
 (kolagen,  elastin,  laminin),  adhezivní  proteiny  (fibronektin,  laminin)  a  proteoglykany 
 (2). 


Jak  uţ  bylo  zmíněno,  GAG  tvoří  spolu  s osovými  proteiny  tzv.  proteoglykany, 
 kde  jejich  obsah  můţe  činit  aţ  95 %  hmotnosti.  V chrupavce  připadá  na  jeden  osový 
 protein  mnoho  řetězců  CS,  takţe  výsledná  molekulová  hmotnost  je  obrovská 
 (u proteoglykanů z nosní chrupavky je to asi 2,5×106). 


Negativně nabité karboxylové a sulfátové skupiny CS váţí pozitivně nabité ionty 
 a  vytvářejí  vodíkové  vazby  s molekulami  vody,  coţ  je  příčina  pruţnosti  a  pevnosti 
 ECM. (8) 



3.2.1 DALŠÍ FUNKCE A VLASTNOSTI CHONDROITIN SULFÁTU 


Nedávné  glykobiologické  studie  naznačují,  ţe  kromě  strukturní  funkce  mají 
 proteoglykany  a  jejich  polysacharidové  makromolekuly  v organismu  i  roli  regulativní 
 v mnoha buněčných  a fyziologických dějích.  Konkrétně CS  (a DS) vykazuje zajímavé 
 funkce při vývoji CNS (OSCS řetězce), hojení ran, diferenciaci a migraci buněk apod. 


(signální funkce mnohých heparin-vázajících růstových faktorů a chemokinů, regulace 
 růstu a regenerace axonů, neuronální adheze, migrace a neurogeneze…) (7) (10). 


Chondroitin-4-sulfát v jiných studiích ukázal antioxidační aktivitu (jak v in vitro 
tak v in vivo experimentech), která pravděpodobně souvisí s jeho schopností chelatování 
přechodných  kovů  jako  je  Cu2+  nebo  Fe2+,  a  zabraňuje  tak  iniciaci  Haber-Weissovy  a 
Fentonovy  reakce  (reakce  za  účasti  kovů,  při  kterých  vznikají  volné  hydroxylové 
radikály).  Děje,  ve  kterých  takto  CS  hraje  roli,  jsou  např.:  omezení  nebo  zamezení 
oxidace  LDL  (iniciace  a  progrese  aterosklerózy),  HDL  a  VLDL;  dále  při  obnově 
endogenních antioxidantů jako je GSH, SOD, kataláza nebo vitamín E. Chrání neurony 
a  oční  tkáň  před  oxidačním  stresem  a  pomáhá  zotavení  plicní  tkáně  po  expozici DEP 
(12). 
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3.2.2 CHONDROITIN SULFÁT V KREVNÍ PLAZMĚ 


GAG  se  také  vyskytují  v krevní  plazmě  zvířat  (dobytek,  pes,  ovce,  osel)  ale  i 
 lidí.  Hlavním  GAG  v lidské  plazmě  je  CS,  kde  jeho  podíl  činí  75-80 %  a  jde  z větší 
 části  o  málo  sulfatovaný  řetězec  (zhruba  40 %  4-sulfatované  disacharidy  a  zbytek 
 nesulfatované)  (11)  (13).  Plazmatické  GAG  existují  v obou  formách  –  volné  i 
 kovalentně  vázané  k proteinům.  Ve  skutečnosti  je  převáţný  díl  plazmatického  CS 
 součástí proteoglykanu bikuninu (Bk) (11). Název je odvozen z faktu, ţe obsahuje dvě 
 domény inhibitorů serinových proteináz Kunitzova typu (14) (15) (16). 


Kunitzova doména I


Kunitzova doména II
 N-acetylgalaktosamin


N-acetylgalaktosamin sulf át
 kyselina glukuronová
 galaktóza


sulf atovaná galaktóza
 xylóza


N -vázaný oligosacharid


peptidy


Obr.  2 Schéma  Bk:  Centrální  protein  je  tvořen  přibliţně  140  aminokyselinami.  C4S  řetězec  sestávající  z 15 
 disacharidových jednotek je navázaný na serinový zbytek v poloze 10. Těţké řetězce peptidů jsou připojeny v distální 
 části CS řetězce esterovou vazbou k C6-hydroxyskupině GalNAc. (14) (15) 


Bk  je  plazmatická  bílkovina  syntetizovaná  játry  s N-navázaným  2 kDa 
 oligosacharidem  a  7 kDa  řetězcem  chondroitin  sulfátu.  Jeho  celková  koncentrace 
 v lidské a  krysí  plazmě je 30-100 μg/ml  a v moči  je tato hodnota u zdravých lidí  niţší 
 neţ 5 μg/ml (11) (15) (16). 


CS  řetězec  bikuninu  je  relativně  krátký  –  skládá  se  ze  12-18  disacharidových 
jednotek. Další jeho zvláštností je, ţe pouze několik (většinou 5) jednotek v proximální 
části  řetězce  je  sulfatováno  spolu  s galaktosovým  zbytkem  před  první  glukuronovou 
kyselinou  chondroitinu  (Obr.  2).  CS  zde  má  funkci  nejen  strukturální  ale  i  jako 
zprostředkovatel biologické aktivity Bk (15) (16). 
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V plazmě  je  90-98 %  Bk  v komplexu  s jedním  nebo  dvěma  polypeptidovými 
 řetězci  (uváděné  jako  těţké  řetězce  z ITI;  inter-α-trypsin  inhibitory)  –  coţ  z něho  činí 
 jediný fyziologický proteoglykan nesoucí kovalentně vázané boční peptidové řetězce na 
 GAG části molekuly (11) (15) (16). 


In  vitro  ukázal  Bk  schopnost  inhibovat  některé  proteázy,  jako  jsou:  plazmin, 
 elastáza  a  granzym  K.  Dále  působí  jako  růstový  faktor  endoteliálních  buněk  a 
 fibroblastů,  regulátor  intracelulární  hladiny  vápníku  (blokace  kalciových  kanálů), 
 inhibuje  tvorbu  ledvinových  kamenů  a  vykazuje  několik  přídatných  aktivit  (např. 


fragment bikuninu inhibuje dvě proteinázy účastnící se koagulační kaskády – faktor Xa 
 a kalikrein) (11) (14). 



3.3  BIOSYNTÉZA V ORGANISMU 
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 EC 2.6.1.16


L-glutamin L-glutamová kyselina


D-fruktosa-6-fosfát D-glukosamin-6-fosfát


acetyl-CoA


HS-CoA
 EC 2.3.1.4


EC 5.4.2.10
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OH OP


NH2
 OH
 CH2OH


D-glukosamin-1-fosfát
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 OH
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N-acetyl-D-glukosamin-6-fosfát
 acetyl-CoA


HS-CoA EC 5.4.2.3


EC 2.3.1.157 O


OH OP
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 OH


CH2OH O
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N-acetyl-D-glukosamin-1-fosfát


OH


UTP


PP
 EC 2.7.7.23


O


OH OPPU
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 OH
 CH2OH


O
 OH O


OPPU
 NH
 OH
 CH2OH


O


EC 5.1.3.7


UDP-N-acetyl-D-galaktosamin UDP-N-acetyl-D-glukosamin


Obr.  3  Biosyntetická  cesta  tvorby UDP-N-acetyl-D-galaktosaminu,  který  je  vyuţíván  v biosyntéze  CS  (červeně 
vyznačený). Modře vyznačený je jeho prekurzor, který je stavební sloţkou  při tvorbě kyseliny hyaluronové, jiného 
glykosaminoglykanu,  a  jeho  neaktivní  neacetylovaná  forma  se  přidává  do  některých  CS  potravinových  doplňků 
(viz. kapitola 2.5). Prekurzorem fruktosa-6-fosfátu je glukosa-6-fosfát tvořená z glukosy. (2) (8) (17) 



(13)12 


O


OH OPPU


OH
 OH
 CH2OH


O


OH OPPU


OH
 OH
 COOH


O


OH OH


OH
 OH
 COOH


O


OH OP


OH
 OH
 COOH


UDP-D-glukosa UDP-D-glukuronová kyselina


D-glukuronová kyselina 1-fosfát
 D-glukuronová kyselina


EC 1.1.1.22


EC 2.7.7.44


EC 2.7.1.43
 2NAD+ 2NADH+H+


ATP ADP


UTP
 PP


Obr.  4  Biosyntéza UDP-D-glukuronové  kyseliny  (červeně),  která  je  glukuronyltransferázami  inkorporována  do 
 vznikajícího řetězce chondroitin sulfátu. (8) (17)  


Bílkovinná část proteoglykanů je syntetizována na ribozomech. Odtud přestupuje 
 do lumen drsného endoplazmatického retikula, kde proběhne iniciační glykosylace. 


O
 NH


O


Gal Gal Xyl


Serin
 Osový protein


GalNAc GlcUA n


Trisacharidová spojka
 GAG


Obr.  5 Připojení GAG (v tomto případě CS) redukujícím koncem přes O-glykosidovou vazbu (11) (12) k osovému 
 proteinu proteoglykanu. (2) (17) 


Většina  dalších  kroků  však  následně  probíhá  v Golgiho  aparátu.  Syntéza 
oligosacharidových  řetězců  probíhá  za  účasti  aktivních  cukrů  (UDP-cukry)  a  vysoce 
specifických  glykosyltransferáz  (pro  kaţdý  cukr  jiná).  Po  syntetizování  cukerného 
řetězce probíhá jeho modifikace. Chondroitinu se týká sulfatace GalNAc  katalyzovaná 
sulfotransferázou,  kde  donorem  sulfátu  je  3„-fosfoadenosin-5„-fosfosulfát  (PAPS).  Po 
ukončení syntézy je proteoglykan secernován z buňky (2) (8) (12). 
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3.3.1 BIOSYNTÉZA ŘETĚZCE CHONDROITIN SULFÁTU 
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Obr. 6 Biosyntéza chondroitin sulfátu. (2) (17) 


Biosyntéza  (Obr.  6)  spojovací  oblasti  (trisacharidová  spojka  na  Obr.  5; 


GlcUAß1→3Galß1→3Galß1→4Xylß1-O-Ser  (11))  začíná  adicí  xylózy  z UDP-D-Xyl 
 na  serinový  zbytek  proteinu  (v  Gly-Ser-Gly  sekvenci  (11))  pomocí  xylosyltransferasy 
 (EC 2.4.2.26).  Následuje  připojení  dvou  galaktózových  jednotek  (z  UDP-D-Gal)  a 
 jednoho zbytku glukuronové kyseliny (z UDP-D-GlcUA) pomocí tří různých transferáz 
 (galaktosyltransferasa I  –  EC 2.4.1.133;  galaktosyltransferasa II  –  EC 2.4.1.134; 


glukuronyltransferasa I  –  EC 2.4.1.135).  N-acetylgalaktosamin  je  připojen 
 N-acetylgalaktosaminyltransferasou I (EC 2.4.1.174). 


Prodlouţení  řetězce  chondroitinu  pokračuje  přidáním  D-GlcUA  (chondroitin 
glukuronyltransferasa II  –  EC 2.4.1.226)  a  D-GalNAc  (N-acetylgalaktosaminyl-
transferasa II – EC 2.4.1.175). 
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Chondroitin  4-O-sulfotransferasa  (EC 2.8.2.5)  nebo  chondroitin  6-O-sulfo-
 transferasa  (EC 2.8.2.17)  sulfatuje  C4  nebo  C6  GalNAc.  Jejím  produktem  je 
 chondroitin sulfát  (Obr.  7)  (17).  Sulfatace  začíná  ještě  před  tím,  neţ  je  dokončené 
 prodlouţení řetězce (12). 
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Obr. 7 Část řetězce chondroitin sulfátu od osového proteinu (vpravo). (17) 



3.4  DEGRADACE V ORGANISMU 


Chondroitin  sulfát  (stejně  jako  ostatní  GAG)  vázaný  v proteoglykanech  je 
endocytózou transportován do buňky. Uvnitř splyne endozom s lysozomem obsahujícím 
endoglykosidázy  i  exoglykosidázy.  Endoglykosidáza  štěpí  dlouhý  řetězec  na  kratší 
oligosacharidy.  Následně  specifická  exoglykosidáza  odštěpuje  cukerné  zbytky  od 
neredukujícího konce (2).
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3.5  VYUŽITÍ CHONDROITIN SULFÁTU VE FARMACEUTICKÝCH  PŘÍPRAVCÍCH A POTRAVINOVÝCH DOPLŇCÍCH 


Chondroitin sulfát je doporučován Evropskou ligou proti revmatismu (European 
 League  Against  Rheumatism;  EULAR)  jako  symptomaticky  pomalu  působící  lék  při 
 osteoartróze  (SYSADOA  –  zkratka  anglického  symptomatic  slow-acting  drug  for 
 osteoarthritis) pro léčbu artrózy kolena, kyčle a ruky na základě metaanalýzy několika 
 klinických studií (3) (9) (10) (18). 


Roztoky CS jsou někdy pouţívány při oftalmologických onemocněních, jako je 
 keratokonjunktivitida  či  nitrooční  tlak.  Kromě  toho  byly  získány  úspěšné  výsledky 
 pouţití  CS  při  prevenci  koronárních  příhod  u  pacientů,  u  kterých  v minulosti  proběhl 
 např. infarkt myokardu. Také byly objeveny předběţné důkazy, ţe by mohl pomoci při 
 léčbě lupénky – k potvrzení této hypotézy jsou však ještě potřeba klinické zkoušky (11). 


Zajímavým  vyuţitím  CS  je  jeho  i.tv. koloidní  roztok  s chelatovaným  ţelezem 
 (Fe-CS)  a  jeho  potencionálně  bezpečné  vyuţití  při  nahrazování  deficitu  ţeleza  u 
 pacientů  na  hemodialýze  s anémií  rezistentní  k  i.v. terapii  rekombinantním 
 lidským EPO (12). 


Kromě  farmaceutických  přípravků  se  CS,  samotný  nebo  v kombinaci 
 s glukosaminem, pouţívá jako potravinový doplněk (3) (9), nejčastěji bovinního původu 
 (19) (20). 


CS  se  stejně  jako  jiné  přirozené  polysacharidy,  získává  extrakcí  a  purifikací 
 zvířecích  tkání  a  jeho  struktura  závisí  nejen  na  daném  orgánu  a  tkáni,  ale  také  na 
 zvířecím druhu. Stejně tak se odvíjí i jeho biologické a farmaceutické účinky (absorpce 
 po  perorálním  podání,  biologická  dostupnost  a  farmakokinetika),  které  závisí  ještě  na 
 výrobním procesu, znečisťujících látkách, přísadách (např. glukosamin, vitamíny E a C 
 apod.) a dalších faktorech (3) (9) (10) (11) (21). 


Pokud je CS (ale i jiné GAG) získáván ze savčí tkáně, pak hrozí riziko přenosu 
některých  nemocí.  Jmenovitě  jde  například  o  BSE  (bovinní  spongiformní 
encefalopatie), slintavka a kulhavka (SLAK; anglicky FMD) nebo ptačí chřipka. Z toho 
důvodu  byla  přijata  přísná  zákonem  daná  omezení  týkající  se  zdraví  obratlovců,  ze 
kterých jsou tyto polysacharidy získávány (3) (10) (20). 
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S rozšířením  pouţívání  CS  jako  nutraceutika  vzrostlo  i  mnoţství  přípravků 
 obsahujících  tento  polysacharid  –  ne  kaţdý  výrobek  však  obsahuje  deklarované 
 mnoţství  této  látky,  nebo  jsou  v něm  neţádoucí  příměsi.  Z toho  důvodu  vyvstal 
 poţadavek  na  zavedení  hodnocení  kvality.  Stanovení  CS  v potravinových  doplňcích 
 (kvalitativní i kvantitativní) bude náplní kapitoly 3. 


Z důvodů,  zmíněných  v předchozích  odstavcích,  se  doporučuje  spíše  neţ 
 obecné potravinové  doplňky  pouţívat  farmaceutické  přípravky  obsahující  chondroitin 
 sulfát (3) (10). 



3.5.1 BIOLOGICKÁ DOSTUPNOST A FARMAKOKINETIKA 


Při  studiích  zaměřených  na  biologickou  dostupnost  a  farmakokinetiku  CS  se 
 odebírají  vzorky  venózní  krve  před  podáním  preparátu  (zjištění  hladiny  endogenního 
 CS) a poté v čase 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24 a 48 h v objemu 15 ml. Po odebrání musí 
 být  do  1 h  centrifugovány  po  10 min  při  4°C  k získání  plasmy,  která  se  uskladní 
 při -20°C, neţ dojde k analýze (13) (22). 


K experimentům bylo pouţito 20 dobrovolníků; u 6 z nich byla před podáním CS 
 změřena jeho endogenní hladina a farmakokinetické údaje (Tab. 1) (13). 


Tab. 1 Průměrné farmakokinetické hodnoty endogenního chondroitin sulfátu. Převzato z (13). 


Cmax
 (μg/ml) 


tmax
 (h) 


AUC0-48
 (μg×h/ml) 


AUC0-24
 (μg×h/ml) 


Průměr  3,88  21,7  110,5  49,2 


S.D.  0,85  14,1  22,1  16,5 


CV%  21,8  64,9  20,0  33,5 


Min  3,2  16,0  88,5  22,10 


Max  5,3  24,0  152,0  71,1 


N  6  6  6  6 


Ke  stanovení    hladiny  CS  a  disacharidového  sloţení  řetězce  se  pouţívají 
 obdobné  metody,  jaké  budou  popisovány  v kapitole  3.  Jde  především  o  kombinaci 
 elektroforézy na agarózovém gelu se stanovením disacharidů pomocí HPLC metod.  CS 
 byl podán orálně, stejně jako tomu je u potravinových doplňků. V jednom případě šlo o 
 CS bovinního původu a v druhém byl získán z chrupavčitých ryb. 


Oba  typy  exogenních  molekul  obsahují  kromě  ΔDi-4s  i  jinak  sulfatované 
skupiny,  takţe  se  v plazmě  mohou  sledovat  jejich  měnící  se  koncentrace  po 
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jednorázovém podání. Jde o ΔDi-6s u obou typů a disulfatované (především ΔDi-2,6dis) 
 u  ţraločího  CS.  Kromě  celkové  koncentrace  a  disacharidového  sloţení  v plazmě  lze 
 ještě sledovat změny hodnot hustoty náboje celkového plazmatického CS. 


Obr. 8 Průměrné plazmatické koncentrace endogenního (prázdná kolečka) a exogenního (plná kolečka) CS po podání 
 4 g bovinního CS. Převzato z (13). 


Obr. 9 Průměrné plasmatické koncentrace endogenního (prázdná kolečka) a exogenního (plná kolečka) CS po podání 
 4g CS původem z chrupavčitých ryb (ţralok). Převzato z (22). 


Jak je vidět z Obr. 8 a Obr. 9, absorpce a biologická dostupnost CS úzce souvisí 
s jeho  disacharidovým  sloţením  a  molekulovou  hmotností.  Bovinní  se  vstřebává 
s koncentračním  maximem  naměřeným  v  2,4 h,  zatímco  ţraločí  v  8,7 h  (u  obou  jde  o 
průměrnou hodnotu měřenou u dvaceti dobrovolníků). Snáze se tedy vstřebávají menší 
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molekuly  s niţší  hodnotou  hustoty  náboje  v souvislosti  s  přechodem  přes  ţaludeční  a 
 intestinální mucosu (13) (22). 


Ukázalo  se  také,  ţe  CS-A,  CS-B,  CS-C,  CS-D  a  CS-E  mají  různé  afinity 
 k  receptoru pro endocytózu hyaluronové kyseliny (HARE). 


HARE  zprostředkovává  clearence  GAG,  které  vstoupí  do  krevního  řečiště 
v játrech, nebo které vstoupí do lymfatického systému (21). 
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4  METODY STANOVENÍ CHONDROITIN SULFÁTU 


Jak  uţ  bylo  zmíněno,  CS  se  pouţívá  v nejrůznějších  potravinových  a 
 farmaceutických  přípravcích.  Jeho  stanovení  je  zaměřeno  zejména  na  zjištění 
 molekulové hmotnosti, původu a čistoty přípravku. 


Chondroitin sulfát se však můţe stát naopak  toxickým kontaminantem v jiných 
 GAG  přípravcích  –  zejména  heparinových  –  kde  působí  u  některých  pacientů  akutní 
 reakce  podobné  hypersenzitivitě  a  nejeden  případ  tak  končil  smrtí.  Tato  problematika 
 však  přesahuje  rámec  této  práce  –  společné  s ní  má  jen  metody  pouţívané  k analýze 
 sloţení preparátů (3) (23) (24). 


Preanalytická  příprava  vzorku  CS  spočívá  většinou  pouze  v  centrifugaci  při 
 10 000 rpm  po  dobu  deseti  minut.  Odstraní  se  tak  nerozpustné  materiály  –  pomocné 
 látky  a  soli  (3)  (9).  Pokud  chceme  vyloučit  přítomnost  heparinu/HS,  ošetříme 
 enzymaticky vzorek heparinasou I, II a III (9). 


Validační  postupy  a  jejich  výsledky  zde  popsány  nebudou.  Pro  tyto  informace 
odkazuji na reference související s danou metodou. 
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4.1  ELEKTROFORETICKÉ METODY 



4.1.1 ELEKTROFORÉZA NA AGARÓZOVÉM GELU 


Elektroforéza na agarózovém gelu se pouţívá jako vysoce specifická analytická 
 metoda  ke  kvalitativnímu  a  kvantitativnímu  stanovení  CS  v potravinových  doplňcích 
 (ale  i  ve  farmaceutických  přípravcích  a  surovém  materiálu)  (9)  (18).  K separaci  poly-
 sacharidů byla pouţita poprvé Dietrichem v druhé polovině sedmdesátých let minulého 
 století (6). Tato technika je schopná vyloučit/potvrdit přítomnost jiných sulfatovaných 
 GAG, které mohou potenciálně znečišťovat přípravek – především jiţ zmíněný heparin 
 a  HS,  nebo  DS,  který  je  obtíţné  jinými  analytickými  metodami  detekovat.  Na  druhou 
 stranu,  nesulfatované  polysacharidy,  jako  je  HA  (neschopnost  vázat  barvivo),  nejsou 
 detekovány při níţe popsaných podmínkách separace a detekce (6) (9) (18). 


Obr.  10  Separace  heparan  sulfátu,  dermatan  sulfátu  a  CS  pomocí  elektroforézy  na  agarózovém  gelu.  KS  označuje 
 pozici keratan sulfátu, FMHep a SMHep rychle a pomalu se pohybujícího heparinu. Převzato z (18). 


K separaci se pouţívá gel tlustý 4-5mm o koncentraci 0,5 % připravený v 40 mM 
barium acetátovém  pufru  o  pH 5,8.  Vzorek  (5 μl)  se  rozpustí  v destilované  vodě 
v poměru 1:10  –  vznikne tak roztok  o koncentraci  1mg/ml,  který se pak  nanáší  na  gel 
(9) (18). Je moţné vyuţít např. i 1 % gel připravený v TBE pufru (45 mM Tris–borát, 
1 mM EDTA) (25) (26). 
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Vlastní  separace  probíhá  v 50 mM  1,2-diaminopropanu  (pufrovaném  na  pH 9,0 
 kyselinou  octovou)  po  240 min  při  50 mA.  Poté  se  gel  máčí  v roztoku  0,2 % 
 cetylpyridinium chloridu a po usušení se barví čerstvě připravenou toluidinovou modří. 


Vizualizace  těmito  barvivy  je  zaloţená  na  metachromatické  aktivitě  polysacharidů  a 
 tvorbou  komplexů  s kationickými  barvivy  (dalším  příkladem  takovýchto  barviv  jsou 
 azur A,  alciánová  modř  a  metylenová  modř)  –  rozdílné  hodnoty  hustoty  náboje  však 
 mohou  ovlivnit  kvantitativní  výsledky.  Proto  se  doporučuje  pouţívat  standardy,  které 
 odpovídají charakteristikou a vlastnostmi vzorkům potravinových doplňků. 


Po  třiceti  minutách  barvení  se  odbarvuje  směsí  etanol-voda-kyselina octová 
 (v poměru sloţek 50:49:1) (6) (9) (18) (25) (26). 


Kalibrační  křivka  je  sestavená  pomocí  CS  standardů  ve  stoupajícím  mnoţství 
 od 0,5 do 4 μg.  Ke  kvantitativní  analýze  se  vyuţívá  denzitometrického  měření 
 separovaných zón (9). 


Jiné  látky  v potravinových  doplňcích,  jako  je  glukosamin,  vitamín  C  a/nebo 
 MSM,  neprojevily  za  daných  separačních  a  detekčních  podmínek  interferenci  jak  při 
 kvantitativním tak při kvalitativním stanovení (9). 


Pokud  chceme  určit  disacharidové  sloţení  jednotlivých  pásů,  můţeme  je 
 vystřihnout  z gelu  a  rozpustit  v 500 μl 3 M NaCl.  Takovýto  roztok  15 min  zahříváme 
 při  90°C  a  centrifugujeme  (15000 g).  K supernatantu  přidáme  1 ml  etanolu  nasycený 
 acetátem  sodným.  Po 24 h skladování  při 4°C se centrifugací  (15000 g, 15 min) získá 
 precipitát, jeţ je ještě potřeba 6 h sušit (60°C). Proces precipitace se po přidání 400 μl 
 destilované vody a 1 ml etanolu (opět nasycený acetátem sodným) ještě jednou opakuje. 


Vysušený CS se takto můţe pouţít k další analýze čistoty, molekulové hmotnosti a Δdi 
sloţení (26). 
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4.1.2 ELEKTROFORÉZA NA POLYAKRYLAMIDOVÉM GELU (PAGE) 


PAGE  lze  vyuţít  ke  stanovení  vlastností  a  struktury  CS  (a  jiných  GAG). 


Lze pomocí  ní  odlišit  řetězce  lišící  se  v délce  i  o  jednu  Δdi  jednotku.  Kombinované 
 barvení alciánovou modří a stříbrem poskytuje moţnost detekce CS pod 50 ng v jednom 
 pásu. (6) 



4.1.3 ELEKTROFORÉZA NA ACETÁT CELULOSE 


1-D  elektroforéza  na  acetátové  celulose  vyuţívá  0,1 M  barium  acetátový  pufr, 
 který umoţňuje dobrou separaci CS od ostatních GAG, jako je například hyaluronová 
 kyselina  či  DS.  Tato  metoda  vyuţívá  odlišné  citlivosti  polysacharidů  k precipitaci 
 pomocí  etanolu.  Předpokládá  se  různá  afinita  GAG  k aminokyselinovým  skupinám 
 etylendiamintetraoctové  kyselině  (EDTA)  a  lithiovým  kationtům  v jednom 
 elektroforetickém  roztoku  (6)  (18).  Další  modifikací  je  separace  v kyselině 
 chlorovodíkové,  která  dovoluje  odlišit  GAG  na  základě  stupně  sulfatace  řetězce. 


Kvantitativní  analýza  probíhá  po  obarvení  alciánovou  modří  denzitometrickým 
 měřením.  K detekci  nanogramového  mnoţství  GAG  lze  pouţít 103Rutheniovou  červeň 
 (6). 



4.1.4 ELEKTROFORÉZA NA NITROCELULÓZOVÉ MEMBRÁNĚ 


Elektroforéza  na  nitrocelulóze  poskytuje  rychlou  a  snadnou  separaci  GAG 
 během  jednoho  kroku.  Dovoluje  jak  kvalitativní  tak  kvantitativní  analýzu  vzorku. 


Detekční limit pro CS je kolem 0,2-0,3 μg. K barvení je pouţit azur-A. (6) 
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4.1.5 KAPILÁRNÍ  ZÓNOVÁ  ELEKTROFORÉZA  (CZE)  S OBRÁCENOU  POLARITOU 


Vzorky CS se  rozpustí  ve vodě  a po  centrifugaci jsou  přímo pouţity k analýze 
 kapilární  zónovou  elektroforézou  (CZE),  která  je  jedním  z módů  vysokoúčinné 
 kapilární  elektroforézy  (HPCE).  Pokud  bychom  chtěli  zjistit  disacharidové  sloţení, 
 pouţije se stejného postupu přípravy vzorku s chondroitinasou ABC a ACII jako bude 
 popsáno v kapitole 4.2.1 (21).  


Obr.  11  HPCE  chondroitin  sulfátu  původem  ze  ţraločí  chrupavky  po  enzymovém  rozštěpení  na  disacharidy. 


Převzato z (27). 


Separace a analýza probíhá při 25°C na silikonové kapiláře (50 μm i.d., 64,5 cm 
 celková délka a 56 cm efektivní délka), která se před prvním pouţitím promývá 1,0 M 
 NaOH 5 min, H2O také 5 min a nakonec 10 min pracovním pufrem. Napětí je nastaveno 
 na  hodnotu  30 kV,  pouţívá  se  reverzní  polarita  s 50 mM  fosfátovým  pufrem  (pH 3,0). 


Vzorek  se  zavádí  hydrodynamicky  (500 mbar*s).  Detekce  probíhá  při  200  a  260 nm. 


Stanovení  disacharidů  se  provádí  za  obdobných  podmínek,  jak  bylo  výše  popsáno, 
s rozdílem v pouţití 15 mM fosfátového pufru a detekcí při 232 nm (21) (27) (28) (29). 
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Běţné  matricové  základy  v CS  preparátech  (jako  je  ţelatina,  stearát  hořečnatý, 
 oxid ţelezitý, chinolin sulfát, sorbitol, sacharin, barviva apod.) díky zřetelně odlišným 
 elektroforetickým a spektroskopickým charakteristikám v analýze neinterferují (21). 


Elektroosmotický  tok  v kyselém  pH  je  tak  nízký,  ţe  nedokáţe  překonat 
 elektroforetickou  mobilitu  (6)  (21).  CS  migruje  před  HA  –  díky  GalNAc  zbytkům 
 nesoucím sulfátové skupiny a protoţe HA je jediný GAG, který není sulfatovaný. Stejně 
 tak ostatní GAG neinterferují se separací CS – Hep a HS migrují dříve (vyšší hustota 
 náboje)  a  KS  spolu  s DS  zase  později  oproti  CS,  ale  dříve  neţ  HA.  Molekulová 
 hmotnost  příliš  analýzu  neovlivní  –  nízkomolekulární  CS  migruje  spolu  s ostatními 
 populacemi CS (21). 


Jedinou nevýhodou této metody je nedostatečná reprodukovatelnost migračních 
 časů nesulfatovaných disacharidů. (6) 


Obr.  12  Překryté  elektroforeogramy  analýzy  tří  CS  o  různých  molekulových  hmotnostech  (různé  přípravky) 
 v koncentraci  3000 μg/l.  Drobné rozdíly  v migračních  časech  jsou  dány  lehce  odlišnými  hodnotami  hustoty  náboje. 


Převzato z (21).    


Pro  selektivnější  UV  detekci/fluorescenční  (FD)  nebo  laserem  indukovanou 
fluorescenční  (LIF;  koncentrační  detekční  limit  0.51  pM  resp.  0.3  amol  nastříknutého 
mnoţství – pro srovnání UV detekce při 232 nm dosahuje hodnot u nederivatizovaných 
Δdi  50-375 pM)  detekci  je  moţné  vyuţít  derivatizace  –  nejčastěji  pomocí  reduktivní 
aminace.  K tomuto  účelu  se  pouţívá  celá  řada  látek:  2-aminopyridin  (2-AP),  biotin 
aminopyridin (BAP), 2-aminobenzamin (ABA), 8-aminopyren1,3,6-trisulfonát (APTS), 
6-aminochinolin  (6-AQ), p-aminobenzoová  kyselina,  AMAC,  ANTS  (budou  zmíněny 
v následující kapitole) a některé další (28) (29). 



(26)25 



4.1.6 FACE STANOVENÍ MOLEKULOVÉ HMOTNOSTI CS 


K fluorescenčnímu  značení  se  pouţívá  2-aminoakridon  (AMAC;  s excitační 
 vlnovou  délkou 428 nm  a  emisní  vlnovou  délkou 525 nm;  vzorec  a  derivatizace  Δdi 
 v kapitole  4.2.3)  (6)  nebo  8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonová  kyselina  (ANTS)  (30). 


FACE  se  ukázala  být  dobře  aplikovatelnou  k zjišťování  kvantity  a  strukturálních 
 charakteristik CS. 


NH2 SO3-Na+


SO3-Na+
 HO3S


Obr.  13  Vzorec  molekuly  ANTS  pouţívající  se  spolu  s ANTS  jako  fluorescenční  značení  nabitých  i  neutrálních 
 oligosacharidů v elektroforetických metodách (PAGE a HPCE), ale i metodách chromatografických (30).   


400 μg  CS  vzorku  lyofilizuje  a  následně  rozředí  10 μl  30 mM  roztokem  ANTS 
 v 15 % ledové kyselině octové. Po patnáctiminutové inkubaci při laboratorní teplotě se 
 přidá  10 μl  čerstvě  připraveného  roztoku  1 M  kyanoborohydrátu  sodného 
 v dimethylsulfoxidu (DMSO). Samotná derivatizace probíhá inkubací při 45°C 4h. 


Ke vzorku se přidá 30 μl 40% (v/v) glycerolu a poté mohou být roztoky pouţity 
 k FACE  analýze  na  polyakrylamidovém  gelu  o  tloušťce  5 mm.  Zásobním  roztokem 
 pufru  je  Tris-borát  (1,5 M,  pH 8,8)  a  Tris-HCl  (1,5 M,  pH 8,8).  Bezprostředně  před 
 elektroforézou se elektroforetické nádoby promyjí elektroforetickým pufrem a spustí se 
 na 5 min (400 V, 4°C) elektroforéza. Teprve poté se vzorky  aplikují  a separují  10 min 
 při 400 V a 4°C. Po proběhnutém rozdělení je gel ozářen UV světlem a vyfotografován. 


Fotografie se připraví pro denzitometrické skenování (19) (30) (31) (32). 


Obr. 14 (A) FACE analýza a separace CS: 1-5 standardy, A bovinní, B prasečí a C ptačí. „>“ značí konec gelu. 


(B)  Kalibrační  křivka  třetího  polynomiálního  stupně.  Logaritmické  hodnoty  M  jsou  zakresleny  jako  funkce 
migračního stupně (podíl migrační vzdálenosti a celkové délky gelu). Převzato z (30). 
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4.2  CHROMATOGRAFICKÉ METODY 



4.2.1 SAX-HPLC  SEPARACE DISACHARIDOVÝCH JEDNOTEK 


SAX-HPLC (strong-aninon exchange high-performance liquid chromatography) 
 se  pouţívá  k separaci  a  kvantifikaci  CS  disacharidových  jednotek  ke  zjištění  sloţení 
 řetězce  a  moţného  původu  tohoto  GAG  z daného  přípravku.  Přítomnost  hyaluronové 
 kyseliny  by  se  projevila  zvýšením  koncentrace  nesulfatovaných  disacharidů. 


V chromatogramu  je  to  první  pík  daleko  před  ostatními  píky  představujícími 
 sulfatované  disacharidy  chondroitinu.  Disacharidové  jednotky  HA  totiţ  neobsahují 
 sulfatované skupiny (mají tedy menší záporný náboj) a méně se proto zadrţují na SAX 
 kolonách (9) (19). Chromatogramy CS z různých zdrojů jsou v kapitole 4.4. 


Aby se takto mohl CS analyzovat,  je potřeba ho rozštěpit  – k tomu se vyuţívá 
 specifických  lyáz.  V praxi  se  nejčastěji  vyuţívají  chondroitinasa ABC  (chondroitin 
 ABC lyáza z Proteus vulgaris, EC 4.2.2.4) nebo chondroitinasa ACII. 


10 μl  (10 mg/ml)  vzorku  se  smísí  se  70 μl  50 mM  tris-acetátového  pufru  o 
 pH 8,0 (jiní autoři pouţívají např. fosfát sodný pufr o pH 7,6). K depolymerizaci vzorku 
 dojde  působením  20 μl  chondroitinasy  ABC  (2,5 mU/μl)  nebo  pomocí  chondroitinasy 
 ACII (5m U/μl) přes noc (někde je uváděno pouze 12h). Reakce probíhá při 37°C. Před 
 nástřikem  se  vzorek  1-5 minut  zahřívá  k  varu  a  po  centrifugaci  se  20 μl  (nebo  i  jiné 
 mnoţství) pouţije k analýze (9) (20) (21) (25) (26) (33) (34). 


Vytvořené  disacharidové  jednotky  byly  rozděleny  pomocí  SAX-HPLC 
 s pouţitím  nerezové  kolony  Spherisorb  5-SAX  (5 μm  částice  s trimetylammino-
 propylovými  skupinami,  150×4,6 mm;  Phase  Separations  Limited)  jiní  autoři  uvádějí 
 jiné SAX kolony jako je např. Hypersil SAX (4.6mm×250 mm, 5μm; Thermo Hypersil-
 Keystone). Chromatograf byl vybaven dávkovacím ventilem Rheodyne s 10μl smyčkou. 


Separace  probíhala  izokraticky  5 min  50 mM  NaCl  pH 4,00  a  pomocí  gradientové 
 separace od 50 mM NaCl pH 4,00 v 5 min po 1,2M NaCl pH 4,00 v 60 min. Průtok byl 
 nastaven na 1,2 ml/min (9) (18) (25) (27) (33). 


Detekce byla provedena UV detektorem při vlnové délce 232 nm. Je také moţné 
pouţít  fluorescenční  detekci  –  k ní  je  ale  potřeba  vzorek  derivatizovat 
(před-/postkolonová derivatizace) (9) (18) (20) (27). 
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4.2.2 HPSEC STANOVENÍ MOLEKULOVÉ HMOTNOSTI 


Vysokoúčinná  gelová  chromatografie  (HPSEC)  se  pouţívá  pro  stanovení 
 molekulové  hmotnosti  CS  v potravinových  doplňcích  i  v přítomnosti  aditiv  a  jiných 
 přítomných  látek,  které  se  eluují  jako  nízkomolekulární  látky.  Tato  metoda  nám  dává 
 informaci  o moţné přítomnosti depolymerizovaného CS a můţeme tak zjistit, zda byl 
 polymer během přípravy potravinového doplňku degradován. (9) (33) (35) (36). 


Pouţité kolony byly Protein Pak 125 (7,8 mm×30 cm; Waters, nativní globulární 
 protein  2-80 kDa  a  náhodné  klubko  1-30 kDa)  a  Protein  Pak  300  (7,5 mm×30 cm, 
 Waters, nativní globulární protein 10-400 kDa a náhodné klubko 2-150 kDa), které byly 
 řazeny  za sebou (9) (30). 


Mobilní  fáze  (MF)  se  skládá  ze  125 mM Na2SO4  (popřípadě  K2SO4)  a 
 2 mM NaH2PO4  a  upravena  0,1 M  NaOH  na  pH 6,0.  Průtok  byl  nastaven  na  hodnotu 
 0,9 ml/min. 10 μl vzorku (100 μg) bylo pouţito k nástřiku a detekce byla provedena UV 
 detektorem při 214 nm (9) (30) (35) (36). 


Příklad chromatogramu je v kapitole 4.5. 



4.2.3 HPLC VE SPOJENÍ S HMOTOVOU SPEKTROMETRIÍ    (S PŘEDŘAZENÝM FD) 


Metoda  níţe  popsaná  vyuţívá  derivatizaci  CS  disacharidů  pomocí  AMAC  a 
 separaci pomocí RP-HPLC-ESI-MS s vyuţitím FD ještě před vlastní ESI-MS analýzou. 


Analyzují  se  tak  disacharidové  jednotky,  které  jsou  dobře  separovány  a  jednoznačně 
 identifikovány jejich retenčními časy a hmotnostními spektry (negativní ionizační mód). 


Tato metoda se ukázala být lineární pro AMAC disacharidy v rozsahu od 3 do 500 ng 
 s velmi  vysokým  koeficientem  korelace.  O  kvalitě  separace  také  svědčí  ostrá  rozhraní 
 mezi jednotlivými píky (37). 


N
 H


O
 H2N


Obr.  15  AMAC  je  známá  fluorescenční  hydrofobní  molekula  pouţívaná  k derivatizaci  a  separaci  nabitých  i 
neutrálních (oligo)disacharidů elektroforetickými i chromatografickými metodami. (37) (38) 



(29)28 


Příprava disacharidů je obdobná jako u SAX-HPLC metody (kapitola 4.2.1) (19) 
 (37). Takto získané molekuly (stejně tak i standardy) se derivatizují. 20 μl vzorku se po 
 lyofilizaci rozředí 5 μl 0,1 M roztokem AMAC v ledové kyselině octové/DMSO (3:17, 
 v/v) a 5 μl čerstvě připraveného roztoku 1 M kyanoborohydrátu sodného ve vodě. Tato 
 směs  je  poté  centrifugována  při  11000 g  po  3 min.  Samotná  inkubace  pak  byla 
 provedena  4 h  za  teploty  45°C.  Nakonec  15 μl  50 %  DMSO  se  přidá  ke  vzorkům  a 
 vzorky  mohou  být  pouţity  k RP-HPLC  separaci  s pouţitím  3 μm  X-Bridge  Shield 
 kolonou (100×4,6 mm; Waters) (31) (37) (38) (39). 


Eluentem  A  je  60 mM  amonium  acetát  (pH 5,6)  a  eluentem  B  acetonitril. 


Separace  probíhala  průtokem  1,0 ml/min  s lineárním  gradientem  (2 - 30 %  v 50 min) 
 eluentu B (37). 


Na  FD  byla  nastavena  excitační  vlnová  délka  428 nm  a  emisní  vlnová  délka 
 525 nm (37) (38), za kterým byl tandemově zapojen ESI-MS (negativní ionizační mód, 
 kapilární  napětí  3500 V a  teplota  zdroje  350°C  s kompletním  skenováním  spektra 
 100-2000 Da).  Dusík  slouţí  jako  sušící  (12 l/min)  a  zmlţující  (70 psi)  plyn.  Jako  MS 
 detektor byla pouţita iontová past (IT) (37). 


Obr. 16 Chromatogram CS bovinního původu. Kaţdý pík byl identifikován pomocí ESI-MS. Neidentifikované látky 
jsou označeny jako A, A1, B a C. Byly zjištěny u všech CS/DS vzorků různého původu. V tuto chvíli probíhají studie 
mající za úkol tyto látky identifikovat. Převzato z (37). 
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4.2.4 VYUŽITÍ UPLC V ANALÝZE CS 


V této  kapitole  bude  popsaná  metoda  vyuţívající  iontově  párovou  ultraúčinnou 
 kapalinovou chromatografii na reverzní  fázi  s ESI-MS detekcí  (IPRP-UPLC-ESI-MS). 


UPLC  technologie  vyuţívá  kratších  kolon  s menšími  částicemi  neţ  je  tomu  u  HPLC. 


Jako  optimální  iontově  párové  činidlo  (obvykle  amin  s hydrofobním  alkylovým 
 řetězcem)  byl  vybrán  hexylamin  (HXA)  (15 mM)  –  přidává  se  do  MF.  Jiná  podobná 
 činidla  jsou  tri-n-butylamin, n-pentylamin,  tetrabutylamonium  a  tetrapropylamonium. 


Pouţití těchto látek také odstraňuje kationty alkalických kovů a kovů alkalických zemin 
 ze vzorku a minimalizuje tak komplikace s interpretací ESI-MS výsledků. 


K detekci  se  samozřejmě  dá  pouţít  i  např.  UV  detekce  (nízká  specifita  – 
 nečistoty),  FD  (potřeba  před-  nebo  postkolonová  derivatizace).  MS  tyto  nevýhody 
 nemá,  navíc  poskytuje  informace  o  identitě  separovaných  látek.  K ionizaci  vzorku 
 dochází  v MALDI  nebo  ESI  detektoru,  přičemţ  druhý  je  snazší  k LC  přes  interface 
 připojit. 


UPLC separace probíhala na Acquinity  UPLC  BEH C18 koloně (2,1×150 mm, 
 1,7 μm  částice, Waters)  v mobilní fázi  A po 10 min a pak následoval  lineární  gradient 
 mobilní fáze B (0-50 % ve 40 min). Teplota kolony byla udrţována na 45°C a průtok na 
 100 μl/min.  Sloţení  mobilních  fází  A  a  B  bylo  0  a  75 %  acetonitrilu  se  stejnou 
 koncentrací  HXA  (15 mM)  a  HFIP  (100 mM;  organický  modifikátor; 


1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2propanol).  UV  detekce  probíhala  při  232 nm  následovaná 
 analýzou v IT. ESI rozhraní bylo nastaveno na pozitivní mód (moţno vyuţít i negativní, 
 ale ten překvapivě ukázal horší výsledky) s plným skenováním spektra (350-2000 Da). 


Dusík slouţí jako sušící (8 l/min) a zmlţující (40 psi) plyn. 


Eluční  pořadí  CS  disacharidů  závisí  na  počtu  a  pozici  sulfo-skupin.  První  se 
eluují  nesulfatované  ΔDi  (slabá  iontově  párová  interakce)  následované 
monosulfatovanými, disulfatovanými a trisulfatovanými ΔDi (40). 
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Obr.  17  IPRP-UPLC  chromatogramy  CS  disacharidů  s MS  a  UV  detekcí.  (A)  úplný  iontový  chromatogram  (TIC) 
 (B) extrahovaný iontový chromatogram (EIC) a (C) UV. Převzato z (40). 



4.3  NUKLEÁRNÍ MAGNETICKÁ REZONANCE (NMR) 



4.3.1 
1H-NMR A 
13C-NMR SPEKTROSKOPIE 


Tři  miligramy  purifikovaných  vzorků  a  standardů  se  rozpustí  v 0,5 ml  D2O 
 (2H2O) a následně vysuší  P2O5  ve vakuu aby se  vyměnil  nestabilní  proton  za deuteron 
 (jádro těţkého vodíku). Vysušené vzorky a standardy se znovu rozpustí v 0,5 ml D2O a 
 umístí  do  NMR  trubice.  1D  spektra  jsou  získávána  při  frekvenci  600 MHz  a  333K 
 (59,85°C) (20). V jiná metodě byly CS vzorky (po trojnásobné lyofilizaci a rozpuštění 
 v D2O) skenovány za 33°C při frekvencích 400.13 a 100.61 MHz. 


V 1H  spektru  byly  nalezeny  signály  pouze  v oblastech  2,0  –  2,1 ppm  a  3  – 
5 ppm. 13C spektra obsahovala všechny píky v oblasti 50 – 110 ppm. Kromě karbonylu 
(okolo  178 ppm)  a  acetamidometylových  uhlíků  (25,5 ppm).  Pro  komplexnější 
informace o jednotlivých signálech odkazuji na reference k této kapitole (41). 
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Obr. 18 1H NMR spektra (a) vepřového, (b) bovinního a (c) ţraločího chondroitin sulfátu. Převzato z (41). 


Obr. 19 13C NMR spektra (a) vepřového, (b) bovinního a (c) ţraločího chondroitin sulfátu. Převzato z (41). 
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4.4  STANOVENÍ  STRUKTURÁLNÍCH  PARAMETRŮ  A  ODHAD  PŮVODU CHONDROITIN SULFÁTU 


CS  z různého  původu  můţe  mít  značný  rozdíl  ve  své  struktuře  –  především 
 v pozici  sulfatace  disacharidů.  Je  známo,  ţe  na  této  charakteristice  závisí  biologické  a 
 farmakokinetické vlastnosti a schopnost organismu absorbovat  CS po orálním  podání. 


Tento problém byl nastíněn v kapitole 3.5.1. 


Disacharidy v těchto exogenních molekulách jsou většinou monosulfatované, ale 
 v závislosti na původu se vyskytují i disulfatované jednotky (resp. trisulfatované). Jejich 
 mnoţství  a  pozice  derivatizace  souvisí  se  ţivočišným  druhem  a  místem  extrakce.  Na 
 mnoţství sulfátových skupin závisí hodnota hustoty náboje. Komerčně vyráběný CS je 
 z bovinních  (trachea),  vepřových  (nosní  a  trachea),  kuřecích  (trachea)  a  parybích 
 (hl. ţraločích a rejnočích) chrupavek (3) (10) (18) (25). 


K získání strukturálních informací je ideální NMR spektroskopie (1H a 13C NMR 
 spektra), její pouţití je bohuţel limitováno finanční a časovou náročností. Naopak CE, 
 HPLC  a  MS  metody  se  jeví  jako  mnohem  slibnější.  Molekulová  hmotnost  a 
 disacharidový vzor je snadno zjistitelný pomocí HPSEC (kapitola 4.2.2).  


Tab.  2  Molekulárně  hmotnostní  a  disacharidové  parametry  CS  různého  původu.  Mn  je  početně  střední  molární 
 hmotnost  a  Mw  hmotnostně  střední  molární  hmotnost.  Koeficient  polydisperzity  je  poměr  Mw/Mn.  Hodnoty 
 disacharidů  jsou  jejich  procentuální  zastoupení  (n.d.  znamená,  ţe  daný  disacharid  nebyl  detekován). R  je  hodnota 
 hustoty náboje. Převzato z (18). 


parametry  bovinní CS  vepřový CS  kuřecí CS  ţraločí CS  rejnočí CS 
 Molekulová hmotnost 


Mn 10,0-15,0 kDa  9,0-13,0 kDa  7,8-12,8 kDa  20,5-26,0 kDa  27,0-34,0 kDa 
 Mw 20,0-26,0 kDa  13,7-18,7 kDa  15,6-20,6 kDa  64,2-70,2 kDa  50,0-60,0 kDa 
 disperzita  1,80-2,20  1,35-1,65  1,60-2,00  2,50-3,10  1,50-2,50 


Disacharidy 


ΔDi-0s  6,0  6,0  8,0  3,0  3.0 


ΔDi-6s  33,0  14,0  20,0  50,0  39,0 


ΔDi-4s  61,0  80,0  72,0  29,0  43,0 


ΔDi-2,6dis  n.d.  n.d.  n.d.  15,0  13,0 


ΔDi-4,6dis  n.d  n.d.  n.d.  2,0  1,0 


ΔDi-2,4dis  n.d.  n.d.  n.d.  1,0  1,0 


R  0,90-0,96  0,92-0,96  0,90-0,94  1,10-1,20  1,08-1,16 


4s/6s koeficient  1,50-2,00  4,50-7,00  3,00-4,00  0,45-0,70  1,00-1,40 


Jak  je  vidět  v  Tab.  2,  CS  z terestrických  zdrojů  má  podobné  molekulárně 
 hmotnostní  parametry,  ale  CS  získaný  z chrupavčitých  ryb  naopak  značně  rozdílné.  


Zastoupení  jednotlivých  disacharidů  po  enzymovém  ošetření  je  zjišťováno  nejčastěji 
pomocí SAX-HPLC (kapitola 4.2.1); moţné je také pouţít HPCE (kapitola 4.1.5). 
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Hustota  náboje  souvisí  s přítomností  disulfatovaných  disacharidů  a  velikostí 
 4s/6s koeficientu.  Například  CS  terestrického  původu  ukazuje  podobné  hodnoty  a  to 
 od 0,90  do 0,96.  Jinými  slovy  na  rozdíl  od  ţraločího  CS  jsou  tyto  hodnoty  <1,  coţ  je 
 způsobeno  absencí  disulfatovaných  jednotek  (respektive  i  trisulfatovaných)  a 
 přítomností 6,0-8,0 % ΔDi-0s. Jejich odlišení pak probíhá na základě 4s/6s koeficientu 
 (10) (18) (33) (20) (25) (27). 


Obr.  20  Chromatogramy  SAX-HPLC  separace  disacharidových  jednotek  CS  z různých  zdrojů:  (a)  bovinní, 
 (b) vepřový,  (c)  kuřecí,  (d) ţraločí  a  (e) rejnočí.  Separační  podmínky  jsou  popsány  v kapitole  4.2.1. 


Převzato z (10) (18). 
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4.5  STANOVENÍ ČISTOTY A SLOŽENÍ PŘÍPRAVKŮ 


CS  přípravky  mohou  být  znečištěny  nejrůznějšími  látkami  (kapitola  4.1.1).  Na 
 druhu  a  mnoţství  těchto  látek  závisí  celkové  vlastnosti  preparátu  a  biologické  a 
 farmakokinetické parametry samotného CS (kapitoly 3.5 a 3.5.1). 


Pokud  se  zaměříme  na  moţnost  přítomnosti  ostatních  GAG,  pak  je  můţeme 
 detekovat  výše  pospanými  analytickými  přístupy,  které  dovolují  stanovit  CS  v jejich 
 přítomnosti  a  dobře  je  tedy  separovat.  Nejčastěji  se  k tomu  vyuţívá  dvou  odlišných 
 metod:  Elektroforézy  na  agarózovém  gelu  (kapitola  4.1.1)  –  jeţ  dovoluje  kvantitativní 
 analýzu  makromolekul  –  HPLC  k měření  strukturních  disacharidů  (kapitola  4.2.1;  ke 
 stanovení  jiných  GAG  jako  např.  HA  je  potřeba  jej  také  enzymově  ošetřit  -  zde 
 hyaluronidázou)  a  HPSEC  (odlišení  podle  molekulové  hmotnosti)  (10)  (36).  Na 
 následujícím obrázku jsou výsledky těchto metod u vzorku CS, který obsahoval zhruba 
 2 % HA (3) (10) (34). 


Obr.  21  Analýza  vzorku  CS  potravinového  doplňku  obsahujícího  přibliţně  2 %  vysokomolekulární  HA.  


(a) elektroforéza na agarózovém gelu (b) SAX-HPLC a (c) HPSEC. Převzato z (10). 
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Stejným způsobem se dá pouţít i ESI-MS či levnější CE (19) (21). 


Je známo, ţe HA je běţným kontaminantem CS přípravků. Následující obrázek 
 ukazuje  elektroforézu  jednoho  z potravinových  doplňků,  ve  kterém  bylo  zjištěno 
 1,5 % HA  z celkového  mnoţství  GAG.  Navíc  monitorování  při  260 nm  se  pouţívá 
 k odhalení  moţné  kontaminace  DNA  (migrovala  by  za  CS  v sedmé  minutě).  Pozice 
 ostatních GAG na elektroforeogramu viz. kapitola 4.1.5 (21) (28). 


Obr. 22 Elektroforéza komerčního CS potravinového doplňku obsahujícího 1,5 % HA. Převzato z (21). 
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5  ZÁVĚR 


Práce  je  rozdělena  na  dvě  hlavní  části.  Přičemţ  v první  je  pojednáno  o 
 chemických  a biologických aspektech  chondroitin sulfátu  a druhá je pak zaměřená na 
 stanovení  chondroitin  sulfátu  v potravinových  doplňcích  chromatografickými  a 
 elektroforetickými  metodami.  Je  zde  také  zmíněné  vyuţití  NMR  spektroskopie  –  pro 
 rutinní  pouţití  v laboratořích  je  však  tato  metoda  nevhodná,  proto  jsem  se  jí  hlouběji 
 nezabýval.  Naproti  tomu  postupů  analýzy  CS  kapalinovou  chromatografií  a 
 elektroforézou byla popsána a validována celá řada. 


Jak  chromatografickými  tak  elektroforetickými  metodami  lze  stanovit  čistota, 
 původ, molekulová hmotnost, disacharidové sloţení a další charakteristiky CS. Je tedy 
 na té které laboratoři, jakou z těchto metod si vybere, protoţe výsledky analýz se nijak 
 signifikantně neliší. Je samozřejmě výhodné pro stanovování tyto metody kombinovat. 


K detekci  se  nejčastěji  vyuţívají  UV  detektory  nastavené  na  určitou  vlnovou 
délku (nejčastěji 232 nm), popřípadě PDA detektory. Pro citlivější a specifičtější detekci 
je  moţné  pouţít  i  fluorescenční  detekce  –  k té  je  ale  potřeba  CS  derivatizovat  (ať  uţ 
před-  či  postkolonově).  Poslední  dobou  se  pro  svou  univerzálnost  a  přesnost  čím  dál 
více vyuţívá ESI hmotové spektrometrie. 
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