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1. Uvod

Kyselina hyaluronova (HA) se dostala do povédomi Siroké vefejnosti jako ,,zazra¢na“
piisada piipravkil proti starnuti, jako vypli mékkych tkani pii augmentacich” &i soudést
potravinovych doplikii. Rozsah aplikaci tohoto polymeru je vSak mnohem S$irSi a
serioznéj$i. Kyselina hyaluronova nalezla vyuziti v mediciné, a to zejména v oblasti
tkanového inzenyrstvi, nosict 1€¢iv ¢i oénim 1ékarstvi. Kyselina hyaluronova je totiz télu
vlastni latka s cenénymi vlastnostmi (naptiklad biokompatibilita, biodegradabilita, snadna

rozpustnost ve vodném prostiedi), které prave tyto aplikace umoziuji.

Zejména oblast farmaceutické chemie zabyvajici se nosiCovymi systémy 1éCiv zaloZenymi
na HA pfitahuje v poslednich letech velkou pozornost. Tento fakt souvisi s nartistajicim
procentem vyskytu zivaznych onemocnéni a =zaroven rychle se vyvijejicim
farmaceutickym vyzkumem zaméfenym na lécbu téchto onemocnéni. Z povahy své
struktury vsak slibné uc¢inné latky mnohdy vykazuji vlastnosti, které limituji jejich vyuziti.
Nosi¢ové systémy mohou tyto nedostatky ¢aste€né nebo uUplné potlacit a umoznit tak

1é¢ivu efektivné vyuzit svlij potencidl.

I ptes velky zdjem mnoha vyzkumnych tymi o tuto oblast chemie je funk¢nich, a striktni
parametry spliujicich, nosi¢ovych systému stdle nedostatek. Na nosi¢ové systémy jsou
kladeny piisné naroky a aplikace mnoha navrzenych derivati ztroskota na nesplnéni

na prvni pohled nevyznamného parametru.

Nosicové systémy casto nejsou schopny inkorporovat dostatecné mnozstvi 1éciva a nejsou
tudiz dostatecné efektivni. Velice dlleZitym parametrem je rovnéZ kompatibilita 1éciva a
nosi¢ového systému. Mezi léCivem (které je zpravidla hydrofobniho charakteru) a
hydrofobni ¢asti nosi¢ového systému pisobi fada fyzikalnich interakci a je piinosné je
vyuzit tak, aby podpofily inkorporaci lé€iva do nosicového systému. Na druhou stranu,
idedlni nosiCovy systém musi byt navrzen tak, aby byl dostatecné univerzalni pro Sirokou

fadu 1é¢iv.

" Zvéteni urcité &asti lidského téla (napf. rtli, prsou) pomoci vlastni tkané nebo implantatu.
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Cilem této prace bylo navrhnout a pfipravit nosicové systémy zalozené na HA, které
splituji vSechna kritéria na n€ kladena a otestovat jejich funkénost s modelovymi latkami.
Déle bylo nutné tyto vysledky a vlastnosti porovnat s hodnotami znamych nosicovych
systémt a pokusit se vysvétlit divod ptipadnych rozdilti mezi nimi. Vétsina 1éCiv jsou svou
strukturou slozité molekuly a velmi Casto také obsahuji nasobné vazby a aromatické kruhy.
Kli¢ovou otazkou v této praci tedy bylo, zda zavedeni strukturné podobnych substituentti

(aromatickych kruhti) na HA pfinese zlepseni sledovanych vlastnosti.
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2. Kyselina hyaluronova
Kyselina hyaluronovéa (Obrazek 1) je linearni polysacharid, konkrétné mukopolysacharid,

pfirozené se vyskytujici v télech vyssich organismu i u nékterych kmenut bakterii. Poprvé
byla popsana v roce 1934 Karlem Mayerem a Johnem Palmerem. Jednalo se o dosud
neznamy polysacharid izolovany ze sklivce oka skotu a Mayer s Palmerem zjistili, Ze nové
objevena latka je tvofena aminocukrem a uronovou kyselinou a pojmenovali ji ,,kyselina
hyaluronova“."? Tato latka se také &asto oznaluje jako ,.hyaluronat* nebo ,hyaluronan®,
protoze in vivo se vyskytuje jako polyaniont (kazda glukuronatova jednotka HA nese
na karboxylové skupiné zaporny naboj, ktery je vyvazen kationty, napiiklad Na*) a nikoliv
ve své protonované formé.** Oznageni “kyselina hyaluronova” se vSak hojné pouziva
ve farmaceutickém prostfedi, a Casto se také pouzivaji vSechny nazvy k oznaceni téze

latky.” Nebude-li uvedeno jinak, budu v této praci zkratku HA pouzivat pro sodnou sil,

nikoliv kyselou formu této latky.
O*N"Jl+ OH
o
OH NH N
A
Obrazek 1: Kyselina hyluronova/hyaluronan.

Molekularni struktura HA je tvofena opakujicimi se disacharidovymi jednotkami
D-glukuronové  kyseliny a N-acetylglukosaminu. D-glukuronova kyselina je

k N-acetylglukosaminu pftipojena P(1—3)glykosidovou vazbou, zatimco opakujici se

disacharidové jednotky jsou spojeny p(1—4) vazbami.®®

V podminkach fyziologického prostiedi je vysoce hydrofilni HA obklopen molekulami
vody spojenymi vodikovymi mﬁstky.:"’9 Ve formé polyaniontu je tento biopolymer tak
hydrofilni, Zze vaze az 1 000x vice vody nez by se dalo ocekavat podle jeho molekulové

hmotnosti.>*

Beta uspotadani obou slozek HA umoznuje vyhodnéjsi ekvatorialni usporadani vétsich
funk¢nich skupin (hydroxylovych skupin, karboxylové skupiny, N-acetylové skupiny),
mensi vodikové atomy zaujimaji stericky mén¢ vyhodné axialni pozice. Z téchto divodu je

molekula disacharidu energeticky velmi stabilni.?

"Téz glykosaminoglykan, jednad se o dlouhé nevétvené heteropolysacharidy tvorené opakujicimi se
disacharidovymi jednotkami, v nichZ je vidy jednim ¢lenem uronova kyselina a druhym glukosamin.

7
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Kazda disacharidova jednotka je pootocena o 180° vici disacharidové jednotce predchozi a
nasledujici. V roztoku je patet hyaluronanu stabilizovana kombinaci chemické struktury
disacharidu HA, intramolekularnimi vodikovymi vazbami, a interakcemi s rozpoustédly
vytvaii neuspotradanou strukturu. V pevném stavu molekula HA vytvari Sroubovici se 2, 3
¢i 4 disacharidovymi jednotkami na jednu otacku v zavislosti na pfitomném protiionu
(Na*, K*, Ca**, apod.), ale byla pozorovéna i dvousroubovice.'® Retézce HA se jiz pfi nizké

koncentraci navzajem proplétaji a vytvari krom¢ intra- i intermolekularni vodikové vazby.

Molekulova hmotnost hyaluronanu se mize pohybovat v rozmezi 0,1-10 MDa v zavislosti

na enzymu, ktery katalyzuje jeho syntézu.'**?

Diky této vysoké molekulové hmotnosti a
silnym intermolekuldrnim interakcim jsou vodné roztoky HA velmi viskézni. Silné kyselé

&i silné bazické prostiedi vyvolava §tépeni Fetézce tohoto polymeru.t

Diky své pfirozené biokompatibilité, fyzikalné—chemickym a biologickym vlastnostem je
HA jednim z nejslibngjsich polymerii vyuzitelnych ve farmacii pro nosi¢ové systémy.>**
Mimo to je HA také cCastym vychozim materidlem pro nové biokompatibilni a

. g AT TR L . 14,15
biodegradabilni derivaty, které nalézaji vyuziti v tkanovém inzenyrstvi, hojent ran aj.

Jednim z hlavnich problému vztahujicim se k chemické modifikaci hyaluronanu je jeho
nerozpustnost Vv organickych rozpoustédlech. Proto byvé hyaluronan casto prevadén
z ptivodni ptirodni formy na formu kyseliny nebo tetrabutylamoniové soli, které jsou

rozpustné v polarnich organickych rozpoustédlech jako je napiiklad DMSO. 11

2.1. Vyskyt hyaluronanu v organismu a jeho funkce
Hyaluronan se pfirozené¢ vyskytuje jak v télech obratloved, tak 1 v bakteriich.

V zivocisnych tkanich tvoii HA jednu z jejich hlavnich slozek, je soucasti zejména
pojivovych, epitelidlnich a nervovych tkani. Ve velkém mnozstvi se HA nachazi také
v oénim sklivei, synovialni tekuting, kiizi®* a tvoii rovnéz slizovité obaly vajicek n&kterych
organismd. U lidi se HA nejhojnéji objevuje v kiizi (vice nez 50 % celkového obsahu HA
v organismu), kde jeho mnozstvi dosahuje primémé asi 5 g.***” Po dosaZeni véku cca 20

let vSak zagina u Elovéka mnoZstvi této sloudeniny v organismu ubyvat.>*

vvvvvv

pojivovych tkani, zajiStovani hydratace tkani ¢i transport Vody,G’8 coz je zalozeno
na vysoké hygroskopicit¢ HA. Hyaluronan ma dobry hydrata¢ni efekt zejména ve vrstvé

stratum corneum (vrchni vrstva epidermis), kde ve vétsin€ piipadt zvysuje penetraci 1é¢iv.
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Penetrace HA do hlubsich vrstev klize je vSak velmi pomald a zavisi na molekulové
hmotnosti pouzitého HA.*® Hyaluronan ma také dilezitou roli jako signalni molekula, kdy
interaguje s povrchovymi receptory bunék (regulace bunééné proliferace, migrace a

diferenciace). Hyaluronan je taktéz nezbytny pro embryogenezi.®*%%

Funkce HA vyrazné zavisi na jeho molekulové hmotnosti. Hranice mezi nizko- a
vysokomolekularnim HA neni pfesné vymezena. Vercruysse?' udava jako hrani¢ni
hodnotu 200-300 kDa, naproti tomu Dosio® &i Vasi® vsak jdou se stanovenim hranice
do niz8ich hodnot (100 kDa).

Vysokomolekuldrni HA zajistuje dobrou hydrataci podkozi, potla¢uje imunitni odpoved’

organismu, a brani tak vyraznému zhor$eni zanétu. Dale piisobi proti angiogenezi'??*?°

1

a

pfispiva k hojeni ran podporou integrity tkani.?

Nizkomolekularni HA, ktery vznikd z vysokomolekularnino HA pisobenim lokalné

24

generovanych reaktivnich forem kysliku nebo enzymatickym pisobenim,?* pienasi signaly

o poskozeni tkani a mobilizuje imunitni buniky. Dale také stimuluje proliferaci bunék,

12,24 :21,24,25

pusobi prozanétlive, vyvolava angiogenezi a prispiva K vytvofeni jizvy.21

Nizkomolekularni hyaluronan byva tudiZz pfitomen v poskozenych tkanich ¢i v urcitych

h19,26

nadorec a jeho nadmérné mnozstvi v organismu muze indikovat vyskyt rtznych

onemocnéni.?®?’

2.2. Terapeutické aplikace
Vyborné fyzikalné—chemické a biologické vlastnosti (biokompatibilita, bezpec¢nost,

minimum vedlejSich reakci v téle, biodegradabilita, pfitomnost derivovatelnych skupin
apod.),®**® dglaji zHA optimélni material pro medicinalni aplikace. Hyaluronan je
injekéné dodavan do téla ke kompenzaci jeho ptirozené ztraty v disledku starnuti, nemoci
¢1 operativnich zdkrokl. Klinické pouziti zahrnuje dermalni vyplné, viskosuplementace

poskozenych kloubt ¢i aplikace pfi oftalmologickych operacich.11’18’19

Dale je HA vyuzivan také pii hojeni ran.'**® Po poranéni se hyaluronan v ran¢ ptirozenc
Stépi na malé fragmenty, které aktivuji imunitni buniky a soucasné je hyaluronan v rané i
syntetizovan a vytvaii vlhké prostiedi, které pomaha hojeni a mnozeni bunék. Zranéni se
tak hoji mnohem rychleji a efektivnéji. Na tomto principu funguji 1 ptipravky urychlujici
hojeni. Je-li na ranu takovyto ptipravek aplikovan, hyaluronan vtahuje do rany vodu

. . feoe A 21,24,28,29
z jejiho okoli a s ni 1 ristové a vyzivové faktory.
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Diky své viskoelasticit¢ je HA zodpovédny za lubrikaci a mechanickou oporu kloubd.
Pii osteoartroze dochazi (kromé zanétu) ke snizovani koncentrace a molekulové hmotnosti
HA, coz vede k velkym problémim kloubii a nevratné destrukci kloubni chrupavky.
Kromé ovlivnéni zanétlivého procesu, miize injektaz roztoku HA obnovit elasticitu a
viskozitu synovialni tekutiny, poskytnout “odpruzeni” kloubiim, a tim snizit bolest a zvysit

19,21,30

mobilitu pacienta. Pro tyto aplikace se pouziva sitovany hyaluronan o vysoké

molekulové hmotnosti, ktery ma lepSi viskoelastick¢é vlastnosti nez hyaluronan

nizkomolekularni.®

Hyaluronan je také bézné vyuzivan v oénim lékafstvi pii implantacich nitroo¢nich ¢oéek
pfi operaci $edého zékalu.'® Tato operace zahrnuje odstranéni stavajici oéni Codky a
nahrazeni za novou. Tkanég vnitiniho prostoru oka se ale pfi takové operaci snadno porani a
Spatné se hoji. Z toho divodu lékafi pfi operaci injekéné vpravuji do oka viskozni roztok
hyaluronanu, ktery udrzuje operativni prostor oka, chrani kiehké tkdn€ a snizuje moznost

zranéni.??

Hyaluronan je také jedna z dilezitych slozek mnoha ocnich kapek, kde zvySuje viskozitu

roztoku,%3!

coz zpusobi, ze 1éCivo neni rychle odstranéno z oka slzenim a zlepSuje
. ixion 31 o« . NP AU TRR

biodostupnost 1é¢iva.*! Riizné koncentrované roztoky hyaluronanu se pouzivaji v o&nich
kapkach proti syndromu suchého oka ¢i jako sou€dst roztokli na uchovani méekkych

kontaktnich ¢ocek jako zvlhcujici ¢inidlo, které zvySuje komfort pfi jejich pouiivémi.32

Dale se HA pouzivd béhem regeneracnich pooperacnich procesﬁ.19 Diky své vysokeé
hydrofilité je hyaluronan vhodny pro aplikace, kde je nutnd minimalni bunééna adheze.
Vlivem této adheze se v pooperacnich ranach, kde pfiléhaji tkdné k sob&, mohou tvorit
nezaddouci srusty. Adheze bakteridlnich bunék mulZe také vyvolat infekci. Bariéry
ze sitovaného hyaluronanu efektivné zabranuji pfimému kontaktu tkani, a tim bunécéné i

bakterialni adhezi.*°

V kosmetice je HA popularni jako vypln mékkych tkdni (redukce vrasek, objemové
augmentace napiiklad rta aj.).21 Pti téchto zakrocich dochéazi k aplikaci sitovaného
hyaluronanu, ktery je zpravidla lépe snaSen nez k témto zdkrokiim také pouzivany

kolagen.*

10
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2.3. Receptory hyaluronanu
Zajem odborné veiejnosti zaujal HA také svou schopnosti se specificky vazat na mnohé

nadorové buitkky. Divodem tohoto jevu je nadmérna exprese CD44 receptorii na povrchu

téchto bungk. >34

Mnohé unikatni vlastnosti HA a derivati z néj ptipravenych (nosi¢ovych systémi) mohou
byt pfisouzeny praveé specifickym vazbam a interakcim HA s hyaluronovymi vazebnymi

333> y¢tsina hyaladherind obsahuje

proteiny oznac¢ovanymi jako hyaladheriny (Obrazek 2).
specifické vazebné domény tvorené dvémi a-helixy a dvéma antiparalelnimi B-listy.*
Hyaluronan se vaze pomoci své karboxylové skupiny na aminoskupinu receptoru pomoci
vodikovych vazeb.*® Za vazbu HA na receptor je zodpovédnd N-termindlni Cast receptoru
(konkrétng kladng nabitd guanidinovd skupina postranniho Fetézce argininu)®’

predstavovana piiblizné 90 aminokyselinovymi zbytky.*®

Domeéna zodpovédna
za vazbu HA

I ———— ————

Membranova
domeéna receptoru

Cytoplazmaticka
doména

Obréazek 2: Stavba hyaldherinu (vlevo), vazba HA na hyaladheriny (vpravo).®

Nejlépe popsanymi HA receptory jsou CD44 receptor, lymfaticky endocelidlni HA
receptor (LYVE-1) a RHAMM receptor (receptor, jehoz prostiednictvim hyaluronan
moduluje motilitu* bungk).?*?"*3* RHAMM receptor (lokalizovany na povrchu bungk)
po interakci s HA pfedava normalnim i malignim bunkdm signaly pro buné¢nou migraci a
proliferaci.”” RHAMM receptor se vaZe k HA pies kladné nabité aminokyselinové zbytky
lokalizované na C-konci proteinového fetézce receptoru. Diky aminokyselinovym
sekvencim na N-konci fetézce je zajisténa vazba RHAMM receptoru na mikrotubuly

bungk.* Receptor CD44 zastava velké mnozstvi biologickych roli jako napiiklad

' Hybnost, pohyblivost.

11
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udrzovani struktury tkani pomoci adheze, zprostfedkovani bunééné migrace béhem
morfogeneze, angiogeneze ¢i nadorové invaze. LYVE-1 receptor se ucastni zejména

odbouravani HA.?>33

RHAMM receptor se ve zdravych tkanich naléza jen v omezené mife, zatimco
Vv nadorovych tkanich je jeho mnozstvi zna¢né vyssi. Vysoky vyskyt tohoto receptoru se

.y s w7 ’ 33
pojl zeymena s pritomnostt metastaz.

Receptor CD44 (respektive jeho isoforma CD44v6) se hojné vyskytuje v riznych typech
zhoubnych nadord.?>**#%* Nadméma exprese tohoto receptoru byla pozorovana jen u
metastazujicich nddord, zatimco u nemetastazujicich nadorti a odpovidajicich benignich
tkani nikoliv. Nadmérna exprese téchto receptori muze usnadnovat vstup HA do
nadorovych bunék pomoci CD44-zprostfedkované endocytézy, po niZ nasleduje
odbouravani HA pomoci intracelularnich hyaluronidaz. Diky této nadmérné expresi jsou

v

tyto receptory vhodnymi cilovymi misty pro potencidlni nosi¢e urcené k l1écb¢ ¢i

diagnostice nadora.*

Stejné jako nadmérna exprese CD44 receptor byl v metastazujicich nadorovych bunkach
prokazan nadmérny vyskyt hyaluronidaz (zejména Hyall a Hyal2), enzymu zpusobujicich
odbouravani vysokomolekularniho HA.* Vliv samotného HA na vyvoj nadoru zistava
kontroverzni. Jak jiz bylo zminéno dfive, nizkomolekularni HA podporuje

angiogenezi?#+?°

a tudiZ usnadnuje rist nadoru.”® Nékteré vyzkumy zase dokazuji
pozitivni efekt hyaluronidazy Hyall na potlaceni rGstu nadoru. Podle poslednich studii je
ovSem rast nadoru pozitivné stimulovan pfi nizké koncentraci hyaluronidaz, a teprve az
jejich vysokd koncentrace rtst nadoru potla(:uje.lg’zo’33 Ackoliv studie prokézaly Uzky
vzajemny vztah mezi HA a rakovinou, informace o vlivu HA, CD44 a hyaluronidaz na rust

nadoru nejsou komplexni a stale zistavaji mnohé otazky ne zcela obj asnény.12

Souvislost mezi obsahem HA a bunéénymi receptory byla nalezena i v embryonalnich
kmenovych bunkach, které maji aktivni vazebna mista pro HA, a jsou proto schopny HA
internalizovat a zpracovavat. Embryonalni kmenové buiiky nalézaji vyuziti béhem tkanové
regenerace a v emryologickém vyvoji. Velky potencial maji kviili svym dvéma hlavnim
vlastnostem: pluripotenci (schopnost diferenciace do mnoha rtznych typt bunck) a

\ 44-46
sebeobnove.
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Béhem procesu embryogeneze hraje HA dulezitou roli v epitelidlné—mezenchymalni
tranzici, coz je kriticky krok ve fazi rané embryogeneze pro diferenciaci pluripotentnich
embryondlnich kmenovych bunék na mezenchymalni kmenové bunky, které slouzi
pro naslednou tvorbu riznych tkani. Selhani této interakce vedek tvorbé netypickych tkani.
A pravé vazba vysokomolekularntho HAna CD44 receptor indukuje asociaci s kindzou
zajistujici podporu epitelidlné—mezenchymalni tranzice a diferenciace, a tedy tvorbu

zdravych a ,,spravnych* tkani.*>%

Vyuziti embryonalnich kmenovych bun¢k v regenerativni mediciné s sebou také nese
nezbytnost jejich spravné in vitro kultivace, coz ale stale zistava velkou vyzvou. Pravé
kultivace embryonalnich kmenovych bun¢k v HA hydrogelech udrzuje tyto bunky
v nediferencovaném stavu a zachovava schopnost jejich diferenciace po odstranéni

7 kultivaéniho média.*"*®

2.4. Chemicka stabilita hyaluronanu a jeho odbouravani v organismu
Zatimco v Cisté vodd nebo ve vodném roztoku fosfatového pufru je HA stabilni,*

v organismu dochazi k jeho rychlému rozkladu. S vyjimkou sklivce, kde je polocas
pfemény 20-70 dni, je obrat HA ve vétsiné tkani piekvapivé rychly. Typicky polocas
premény v lidské pokozce je 2-5 dni, v kloubech a pohrudnici 0,5-1 den, a v ptfedni
komore oka dokonce 1-2 h.*##2°0 Odbouravani HA je vysoce kontrolovany proces, pomoci
kterého jsou generovany fragmenty HA o konkrétni velikosti, které slouzi pro urcené

biologické funkce.*

Vyse zminéné fyziologické procesy maji na svédomi pfevazné specifické enzymy popsané
nize. Krom¢ toho je ovSem HA rozkladan celou fadou dalSich vlivli jako jsou reaktivni
formy kysliku (superoxid anion radikal, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, peroxynitrit,

20,3151 20,31 gamma zaieni,>® elektrochemické

kyselina chlornd, ozén), ultl’azvuk,zo’31 teplo,
vlivy,>® piisobeni B-zafeni®? &i silng kyselého/silng bazického prostiedi.*>* Naproti tomu,
vliv mikrovinného zateni na rozklad HA neni dosud zcela objasnén. Pii ozafeni HA
mikrovinnym zafenim K rozkladu sice dochazi, ale na zaklad¢ dalSich experimenti bylo
zjisténo, ze rozklad byl zptisoben pravdépodobné pouze plisobenim tepelnych efektt, které

. Crw s . .55
mikrovlnné zateni doprovazi.

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vyznamnym cinitelem ucastnicim se rozkladu
zivociSnych tkani (obsahujicich HA) a pifibuznych komponent. ROS se vyznamné podili

zejména na rozkladu synovialni tekutiny kloubt, kterd obsahuje (mimo jiné) velké

13
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mnozstvi vysokomolekularniho HA. Béhem revmatoidni artritidy (zanétlivé onemocnéni
projevujici se zejména zanétem a bolesti kloubl) dochazi k postupnému rozkladu
polymernich sacharida (v€etné HA) synovialni tel<u‘[iny.20’5O V akutnim stadiu této nemoci
mohou ROS piispivat k destrukci kloubnich struktur.’®?**° Mezi znamé ROS patii
superoxid anion radikal ¢i peroxid vodiku, coz jsou ROS, které samy o sobé nejsou
schopny rozkladat HA, ale Gcastni se napiiklad reakci s ptechodnymi kovy ¢i jejich ionty,
které produkuji vysoce reaktivni a nebezpecné hydroxylové radikaly. Konkrétné se jedna

0 Haberovu-Weissovu (Schéma 1A) a Fentonovu reakci (Schéma 1B).%

+ . + -

4o . -

Schéma 1: Haberova—Weissova a Fentonova reakce.
Mezi dalsi ROS patii singletovy kyslik, peroxynitrit ¢i kyselina chlorna. Jiz zminény
hydroxylovy radikal je oznaCovan jako totalni oxidant schopny oxidace takika vSech
nizko- a vysokomolekularnich organickych latek. Nebezpe¢i hydroxylovych radikalt
spoc¢iva ve schopnosti odejmuti elektronu velké Skéle sloucenin za soucasného vytvoteni

nového radikalu, ktery mize oxidovat dalsi substrétty.20

Tepelny rozklad HA zavisi na pouzité teploté a délce trvani zahfevu. Zatimco pfi teploté
37 °C az 60 °C dochazi jen k mirnému rozkladu praskového HA i HA v roztoku (pti 60 °C
je mira rozkladu jen zanedbatelné vyssi nez pii 37 °C), pii 90 °C dochazi jiz k vyrazné
rychlej§imu rozkladu fetézce. A to tak, ze HA v roztoku vykazal jiz po dvou hodinach
zéhfevu na 90 °C téméf stejnou moléarni ztratu jako po 12 h zahfevu na 60 °C. Praskovy

HA byl pfi 60 °C i 90 °C rozkladan rychleji nez HA v roztoku.?®

Chemicka stabilita HA je také vyrazné¢ zavisla na pH roztoku. Hyaluronan je nejstabilngjsi
pii neutralnim pH, naopak hodnoty pH blizici se ke krajnim hodnotam zpusobuji jeho
rozklad. V kyselém prostiedi vSak probiha rozklad HA mnohem rychleji nez v prostiedi

bazickém, 31>

V piirozeném fyziologickém prostiedi je HA odbouravan enzymaticky pomoci
hyaluronidéz. Hyaluronidazy mohou byt rozdéleny do tii skupin podle jejich plisobeni a
vznikajicich produktd. Tyto tfi skupiny jsou: 1) hyaluronat 4-glykanohydrolazy; 2)
hyaluronat 3-glykanohydrolazy a 3) mikrobialni hyaluronidazy (bakterialni lyazy). Prvni

14
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dvé skupiny enzymu patii mezi hydrolazy. Hyaluronat 4-glykanohydrolazy jsou enzymy,
které nahodné §tépi f(1—4) glykosidovou vazbu mezi N-acetylglukosaminem a kyselinou
glukuronovou a produkuji fragmenty se sudym poctem jednotek s N-acetylglukosaminem
na redukujicim konci. Hyaluronat 3-glykanohydrolazy s$tépi p(1—3) vazbu polymeru. Tyto
enzymy Stépi HA na fragmenty s glukuronovou kyselinou na redukujicim konci
vznikajicich oligosacharidi. Mikrobialni hyaluronidazy s$tépi f(1—4) glykosidovou vazbu
HA pomoci B-elimina¢niho procesu (nikoliv hydrolyzy) a poskytuji 4,5-nenasycené
oligosacharidy rtzné délky, nejéastéji vSak disacharidy. Tyto enzymy byly nalezeny

napiiklad v bakteriich Streptococcus pneumonie a S. agalactiae.***®

V téle savcid je HA odbouravan pomoci vzajemného puasobeni tii enzymi, konkrétné
endoglykosidazy (Stépi polymer uvniti fetézce, podle plsobeni se jedna o hyaluronat
4-glykanohydrolazu) a dvou exoglykosidaz, které odstépuji koncové monosacharidy.
Exoglykosidazy jsou oznac¢ované jako [B-glukuronidaza (podle pusobeni hyaluronat
3-glykanohydrolaza) a B-N-acetylhexaminidaza (hyaluronat 4-glykanohydrolaza).
Biologick¢ odbouravani HA zalina plsobenim endoglykosiddz, které vytvari
oligosacharidy o ruzné délce. Tyto fragmenty pak slouzi jako substraty pro
exoglykosidazy, které z nich odstépuji jednotlivé monosacharidy.lg’20 V sav¢im téle se
hyaluronidazy vyskytuji ve velkém mnozstvi ve varlatech, jatrech a séru.’’ Mezi
nejrozsitenéjsi hyaluroniddzy patti Hyall a HyalZ.ll’20 Hyall vyuziva jako substrat HA
0 jakékoliv velikosti a poskytuje zejména tetra- a hexaoligosacharidy. Hyal2 Stépi

vysokomolekularni HA na stfedné velké fagmenty (pfiblizné 20 kDa).1*%

Odbouravani HA v organismu za¢ind navazanim HA do katalytického mista enzymu.
Aminokyselinové zbytky lokalizované okolo katalytického mista zajisti dokonalé¢ umisténi
polymerniho fetézce a posun karbonylového kysliku N-acetylové skupiny (vedle p(1—4)
glykosidové vazby, kterd ma byt St€pena) k C1 uhliku téze monosacharidové jednotky tak,
aby mezi nimi doSlo k vytvofeni kovalentniho intermedidtu (cyklicky oxazoliovy ion)
(Schéma 2). Posun karbonylového kysliku k mistu interakce s C1 uhlikem HA vede

ke zméné z zidlickové konformace na zkroucenou vani¢kovou konformaci.?’
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Glu—

PN

. (e}

OH

R;, R, = monosacharidové jednotky

Schéma 2: Reakéni mechanismus savéich hyaluronidéz.

Nasleduje rozstépeni glykosidové vazby a inverze konfigurace atomu anomerniho uhliku
C1. Protonovana kyselina glutamova (pochazejici z enzymu) soucasné predava svij proton
glykosidovému kysliku. Hydrolytické Stépeni vazby intermedidtu mezi karbonylovym
kyslikem a C1 pomoci molekuly vody v katalytickém misté vede k reprotonizaci kyseliny
glutamové. Vznikly HA fragment je nésledné vytésnén z aktivniho mista.’>>’ B&hem

tohoto procesu je dvakrat zménéna konfigurace na anomernim C1 uhliku.?’

V organismu je HA odbouravan komplexem enzymatickych mechanismt zahrnujici

PP 11,19,2 “x . o y . ]

hyaluroniddzové enzymy, 1920 pundenou internalizaci HA buiikami pomoci CD44
011,23 - ’ 23 roow o1+ r e v s

receptoru ¢i pomoci ROS.”™ Pravé kvilli rychlému odbourdvani a nedostatecnym

mechanickym vlastnostem ma pfirodni hyaluronan jen omezené aplikace. Na zakladé¢
téchto znalosti byly vyvinuty hydrogely, které maji vyssi odolnost vi¢i odbouravani a

J 4

v tkanich vytvafi trojdimensionédlni sitovitou strukturu, kterd rychlému odbourdvani

pusobenim hyaluronidaz a reaktivnich forem kysliku brani.?

2.5. Funk¢ni skupiny (vyznam, moznost modifikace)
Ptirodni HA je mnohdy vyhodné, zejména pro aplikace v oblasti mediciny ¢i kosmetiky,

modifikovat. Modifikaci se ziskava nejcastéji amfifilni forma HA se zpomalenym in vivo
odbouravanim nebo se pfipravuji derivaty s pozadovanymi vlastnostmi (odlisna viskozita
roztokd apod.). Béznou modifikaci je naptiklad sitovani polymert pro vyuziti v tkanovém

inZenyrstvi nebo ptiprava amfifilnich derivatli s vyuZzitim pro nosicové systémy.

Modifikace HA tedy vede k pfipravé derivatl, které maji fyzikalné—chemické vlastnosti
lep$i nez ptirodni polymer, ale soucasné zustava zachovana biokompatibilita a

biodegradabilita piirodniho HA.%%
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Modifikaéni  reakce mohou byt

rozdéleny do dvou skupin: na reakce g TN
vedouci  k vytvofeni sitovaného
produktu (Schéma 3, vpravo) ¢i
konjugatu (Schéma 3, vlevo). Tyto
reakce jsou =zalozeny na stejnych YT PN
mechanismech, ale 1iSi se povahou PPN

modifikaéniho ¢inidla, a tim |

vysledného  produktu. 'V piipad¢
(o . (e .

sifovaci reakee  dochdzi  plsobenim Schéma 3: Tvorba konjugovaného (vlevo) a sitovaného

modifikaéniho ¢inidla se dvéma produktu (vpravo).

reaktivnimi skupinami ke spojeni dvou

a vice fetézcti HA dvéma a vice vazbami a vznika tak 3D struktura (sit’). Konjugacni reakci

dochdzi k navazani modifikac¢niho Cinidla s jednou reaktivni funkéni skupinou na fetézec

HA.*' V obou ptipadech lze volbou podminek a zejména poméru Cinidla a HA ovliviiovat

miru zesit'ovani ¢i konjugace HA.

Za ucelem ziskani optimalnich derivatd pro aplikace, bylo vypracovano mnoho postupti
pro chemické modifikace obou typt funkénich skupin dostupnych na fetézci prirodniho
HA, tedy karboxylovych a hydroxylovych skupin.'“? Nicméng, karboxylova skupina je
rozpoznavacim mistem pro HA receptory a hyaluronidazy, tudiz chemicka modifikace
téchto skupin mlzZe zésadnim zplisobem zménit biologické chovani v organismu.?* Také
bylo zjisténo, ze HA ztraci schopnost cileni na CD44 receptory, je-li modifikovana alespon
jedna &tvrtina karboxylovych skupin.?? Z tohoto uhlu pohledu se jako vhodng&jsi alternativa

jevi modifikace hydroxylovych skupin HA.*

Neni dosud znamo, které hydroxylové skupiny dimeru reaguji nejochotnéji, predpoklada se
ale, ze reakce probihaji zejména na hydroxylové skupiné lokalizované na uhliku C6

N-acetylglukosaminu**®® kviili lep§imu p¥istupu reagentii k primarnimu alkoholu.™

Jak jiz bylo zminéno, nékteré reakce musi byt provadény v organickych rozpoustédlech.
Diivodem jejich pouziti je zpravidla nachylnost nékterych reakénich ¢inidel k hydrolyze.
Ptirodni HA je vSak v bezvodém prostifedi nerozpustny, a je proto prevadén na kyselou

1.5,12

formu ¢i tetrabutylamoniovou si Béhem tohoto kroku vsak zpravidla dochazi
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k nezadoucimu rozkladu fetézce HA*® a tudiz reakce v jiném neZ vodném prostiedi nejsou

preferované.

Neselektivni modifikace hydroxylovych funkénich skupin také umoziuji ziskani produktu
S vysSim substituénim stupném nez produkty ziskané substituci karboxylovych skupin
(minéno v piepoctu na disacharidovou jednotku HA). Chemickda modifikace
hydroxylovych skupin zachovava polyelektrolyticky charakter fetézce HA a tudiz je
zachovana hydrofilita polymeru. Toto je dulezita vlastnost derivati HA pro jejich aplikace
Vv oblasti nosiCovych systému 16¢iv,%° protoze pii nékterych, zejména farmaceutickych
aplikacich (napf. intravendznich podanich) je nezbytné, aby byly polymerni nosice zcela

rozpusténé ve vodném prostiedi a neagregovaly ve vétsi celky.

V zavislosti na vySe zminénych faktech (rozpoznavaci misto pro HA receptory,
rozpustnost a rozklad béhem ziskavani kyselé formy HA, moznost dosazeni vys$siho stupné
substituce) jsou preferovanéjsi substitucni reakce provadéné na hydroxylovych skupinach

HA.

V literatufe nejcastéji najdeme modifikacni reakce vedouci ke vzniku etherovych vazeb,
které byly vyuzity pro pfipravu konjugovanych i sitovanych derivati. Sitovani HA pfes
jeho hydroxylové skupiny bylo popsano napiiklad pomoci
1,4-bis((oxiran-2-yl)methyloxy)butanu® (Schéma 4A), divinyl sulfonu® (Schéma 4B), &
glutaraldehydu® (Schéma 4C). Konjugatni reakce pak byla provedena pomoci
ethylensulfidu®® (Schéma 4D).
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Schéma 4: Modifikacni reakce HA za vzniku etherovych vazeb mezi HA a modifika¢nim ¢inidlem.
Estery HA (HA je poskytovatelem hydroxylové skupiny) byly pfipraveny napiiklad
z oktenyl anhydridu kyseliny jantarové v bazickém prostiedi’ (Schéma 5). Nevyhodou je
nutnost pouziti delsi reakéni doby (24 h) a vyrazné vétsiho molarniho nadbytku anhydridu
(20 ekvivalentit) pro dosazeni vys§iho stupné substituce kvili soufasné probihajici
hydrolyze anhydridu ve vodé€. Pravé voda je jedinym pouzitym rozpousStédlem, coz je
Vv piipad¢ reakce s anhydridy kyselin velkd nevyhoda, nebot’ tyto latky se, jak jiz bylo
zminéno, vodou rozkladaji a navic anhydridy arylmastnych kyselin ¢i nenasycenych
mastnych kyselin maji velmi omezenou rozpustnost v tomto prostfedi, ktera dale klesa
s rostoucim poctem uhlikli v fetézci kyseliny. Pfiprava esteri HA s vyuzitim téchto
anhydrid jako modifikacnich ¢inidel proto obvykle probihaji jen do nizkého stupné

substituce.®*
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Schéma 5: Priprava esteru HA z oktenyl anhydridu kyseliny jantarové.
Obdobn¢ byla provedena modifikace hydroxylovych skupin HA (za vzniku estert)) pomoci
acyklického anhydridu, konkrétng anhydridu kyseliny methakrylové® (Obrazek 3, vlevo)

& také pomoci kopolymeru poly(styren-co-maleinanhydridu)®® (Obrazek 3, vpravo).
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Obrazek 3: Produkty modifikace HA pomoci anhydrida.

VysSe zminéné esterifikace vSak vychazeji z reakci hydroxylovych skupin HA s anhydridy.
Neobsahuje-li vsak vazana latka anhydridovou funkéni skupinu, naptiklad vychazi-li
reakce pfimo z piislusné kyseliny (karboxylova skupina), nelze tuto latku na HA timto
zpusobem navazat, a je nutné K esterifikacim hydroxylovych skupin HA pouzit vhodna

aktivacni ¢inidla.

Pro modifikaci hydroxylovych skupin hyaluronanu se jako aktiva¢ni c¢inidlo vyuziva

nejcastéji N, N -karbonyldiimidazol (Obréazek 4, CDI).%’
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Obrazek 4: Struktura CDI.

Toto cinidlo reaguje s karboxylovou skupinou navazované latky za vzniku CO, a
imidazolu jako vedlejsich produkti.?® Takto aktivovana karboxylova skupina pak snadno
interaguje s hydroxyly HA.®® CDI m4 vsak i mnohé nevyhody. Tou je zejména nachylnost
k hydrolyze. S vodou CDI reaguje bouflivé za vzniku CO, a imidazolu®® (Schéma 6), a
musi byt proto pouzivan v prostiedi bezvodych organickych rozpoustédel (napt. CHCl3,
THF, benzenu nebo DMF), ve kterych je vSak HA (kysela i pfirodni forma) velmi obtizné
rozpustny. Acylimidazolové derivaty jsou vSeobecné relativné stabilni, a tedy i méné
reaktivni, coZ miiZze zplsobit vznik vedlejSich produkti.”® Pouziti vyrazného nadbytku CDI

reakci sice urychli, ale nadbyte¢ny CDI ziistava v reakéni smési a brani acylaci.”

o}

N@'/'\N\:\\/N + HO — = 2 HN\/j/N + co,
Schéma 6: Hydrolyza CDL.
K urychleni reakce jsou proto bézné piidavany organokatalyzatory jako napiiklad
1-hydroxybenzotriazol (HOBt), 1,8-diazabicyklo[5.4.0]lundec-7-en (DBU) aj. Pouziti
téchto Cinidel vSak s sebou opét nese mnohé nevyhody, jako je riziko exploze (HOBt) ¢i
toxicita (DBU).”® Pii pouziti CDI jako aktivaéniho &inidla méZe byt esterifikace navic

doprovazena sitovaci reakci mezi hydroxylovymi a karboxylovymi skupinamiHA.%’

Piikladem pfipravy esteru HA pomoci CDI je esterifikace kyselinou lipoovou
ve formamidu (teratogen a podeziely karcinogen). Maximalni dosazeny stupen substituce
(DS) byl 1,8 % (ref.%®) (Obrazek 5, vlevo). Vyssiho stupné substituce nebylo dosazeno ani

pii esterifikaci diacereinem v THF (maximalni DS 2 %)’ (Obrazek 5, vpravo).
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Obrazek 5: Piiklady estertt HA piipravenych za pouziti CDI jako kondenzaéniho ¢inidla.

Dals$im pouzivanym kondenza¢nim ¢inidlem je N,N'-dicyklohexylkarbodiimid (Obrazek 6,

DCC) vyuzivany pii piimych kondenzacich karboxylovych kyselin saminy.”>™ &

alkoholy®*™ (Schéma 7).

——=N

O O

Obrazek 6: Struktura DCC.

Jeho nevyhodou je nerozpustnost ve vodném prostiedi, a proto se reakce musi provadét
Vv polarnich aprotickych organickych rozpoustédlech (naptiklad DMSO nebo DMF). V
tomto prostfedi je ovSem sodna siil kyseliny hyaluronové nerozpustnad a musi byt, jak jiz
bylo zminéno, pfevedena na kyselou formu ¢i tetrabutylamoniovou sul. Jelikoz samotny
DCC vykazuje nizkou reaktivitu,’® pouziva se spolu s organokatalyzatory, naptiklad
1,1,3,3-tetramethyl-4-(4-pyridyl)guanidinem,” ktery je viak komerén& nedostupny, nebo

4-dimethylaminopyridinem (DMAP).”""
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Schéma 7: Kondenzace karboxylové skupiny a alkoholu za pouziti DCC.

Ve velkém molarnim nadbytku DCC dochazi k intra- i intermolekularnimu sitovani HA.
Za piispéni DCC byl HA na jeho hydroxylovych skupindch modifikovéan
4-(N,N-diethyldithiokarbamylmethyl)benzoovou kyselinou™ (Obrazek 7, vlevo) &i

polyesterem na bézi kyseliny mlééné® (Obréazek 7, vpravo).
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Obrazek 7: Priklady esteri HA pfipravenych za pouziti DCC jako kondenza¢niho ¢inidla

o
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¢

Ve vodé rozpustnym analogem DCC je 1-ethyl-3-(3-dimethylaminoisopropyl)karbodiimid
(Obrazek 8, EDC).%
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Obrazek 8: Struktura EDC.

Toto ¢inidlo indukuje tvorbu amidové® nebo esterové vazby mezi amino/hydroxylovou a
karboxylovou skupinou. B&zné se EDC pouziva ve smési s organokatalyzatory NHS®® &
HOBt® Organokatalyzator HOBt musi byt pouZit ve vhodném rozpoustddle
(halogenovana rozpoustédla: CHCls, CH,Cl,), které zvysi rychlost tvorby a stabilitu
reakéniho intermediatu.?* Opét tak vyvstava problém svelmi malou rozpustnosti HA
v organickych rozpoustédlech. Na druhou stranu, ve vodném prostiedi je velmi nestabilni
intermediat vznikajici mezi EDC a karboxylovou skupinou, a proto je nezbytna piitomnost
N-hydroxysukcinimidu (NHS) pro vytvofeni stabilngjsiho intermediatu.”® Modifikaéni

reakce v tomto prostiedi (vodné) ale poskytuji derivaty jen s nizkym stupném substituce.

Extrémni podminky reakce (vysoka teplota ¢i vysoka koncentrace cinidel) mohou
pii pouziti EDC zptsobit tvorbu nezadouciho vedlejSiho produktu intramolekuldrnim
presmykem acylu intermediatu EDC a HA (Schéma 8).% Velikou nevyhodou pouZiti
EDC/NHS pfi konjugaci je nezbytnost kontroly pH reakce. NHS-intermediat vznika
pfi kyselém pH (3,5-4,5), zatimco nukleofilni atak aminu Zada neutralni ¢i zasadité pH,
ve kterém je NHS-intermediat hydrolyticky labilni.*’" Tyto reakéni podminky (zejména
kyselé pH) zpusobuji rozklad HA. Pro pfipravu esterti z hydroxylovych skupin HA je vsak
EDC vyuzivan jen ziidka. Popsana byla napiiklad ptiprava derivatu HA s kamptotecinem

navazanym na HA pfes peptidovy linker.®

o] 0
HA~/< HA—/\/
HsC o] N
EDC, NHS 3 \ \
HA-COOH —» NH _— NH~<\ CH,
NH H,C
\
N
/
H,C
N—CH
/ 3
HC

Schéma 8: Vedlejsi produkt pti pouziti EDC.
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Dalsim popsanym kondenza¢nim c¢inidlem pouzivanym pro piipravu esteri a amidu je
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chlorid (Obrazek 9,
DMTMM).28

~
4/<

o—

+/ N
S ‘N4<\N
Cl-

Obrazek 9: Struktura DMTMM.

Tato latka muize byt ziskdna z komerénich zdroji ¢i pfipravena reakci
2-chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazinu (CDMT) a N-methylmorfolinu (NMM).% Bylo
popsano, ze pro modifikace HA je optimalni pouzivat DMTMM v ekvimolarnim mnozstvi
& v nadbytku (az 4 nasobny molarni nadbytek viici disacharidu HA),®" coz viak zvysuje
naklady na reak¢ni ¢inidla. Reakce probihaji dosti dlouhou dobu (az 5 dni),* a to miiZe vést
k rozkladu tetézce HA. Oproti fad¢é ptedchozich ¢inidel je DMTMM ve vodé rozpustny a

stabilni. V organickych rozpoustédlech je viak DMTMM nestabilni a rozklada se,*”’

coz je
velkou nevyhodou nebot’ modifikacni reakce se kvuli zajisténi rozpustnosti modifika¢niho
¢inidla obvykle provadéji ve smeési vody a organického rozpoustédla (misitelného

s vodou). Bshem reakce také dochézi k rozkladu fetézce hyaluronanu.?
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3. Nosicové systémy

V poslednich letech dochazi k narastu intenzity vyvoje ucinnych 1é¢iv, zejména proti
zavaznym onemocnénim. Pfi vyvoji kazdého nového 1é¢iva se zvazuji dva hlavni aspekty —
maximalni G¢innost proti danému onemocnéni a co nejmensi vedlejsi Gcinky. Nejucinngjsi
1é¢iva vSak Casto mivaji velmi silné vedlejsi nezadouci G¢inky. Navic se mohou pfipojit 1
dalsi problémy souvisejici se zptisobem podanim 1éCiva, jako jsou obtiZznd rozpustnost
ve vodném prostiedi a biologickd dostupnost, kratka doba cirkulace v krevnim fecisti,
nevyhovujici biodistribuce do cilového orgénu, kontakt 1é¢iva s inaktivujicimi latkami,
jako napftiklad enzymy pfitomnymi v biologickych tekutinach atd.%®? Naproti tomu, vazba
lé¢iva na vhodné zvoleny nosi¢ miize véstk potlateni nezadoucich fyzikalné—chemickych
vlastnosti, k prodlouzeni doby cirkulace v krevnim fecisti a mize rovnéz umoznit cilenou
dopravu Ié¢iva do urcité (naptiklad nddorové) tkan¢ (bunky ¢i bunééného kompartmentu) a
jeho fizené uvolnovani na pozadovaném misté ptisobeni. Pifednostni doprava léciva do
tkané, kde je jeho ucinek z&douci, pak zvysi jeho uG€innost plisobeni a omezi vedlejsi
systémové ﬁéinky.l4’88’8g

Aplikace vétSiny 1é¢iv je vSak omezena zejména kvilli jejich Spatné rozpustnosti
ve vodném prostfedi.lzl's&93 Odhaduje se, ze ve vodném prostiedi je Spatné rozpustnych az
70 % novych 1é¢iv. V soucasné dob¢ se $patna rozpustnost 1é¢iv ve vodném prostiedi fesi
napiiklad pfidavkem surfaktantu Cremophor® EL. Tato latka vSak miZe zplsobovat

nezadouci efel<ty94'96

jako napftiklad hypersenzitivni reakce, nizky krevni tlak, tachykardii
& bronchialni kiece.*** Z tohoto diivodu se nyni vyznamng rozviji vyzkum nosicovych
systému, které by mély zvysit Gcinnost (zejména cytotoxickych kancerostatickych)

14,88,89,97,98

léciv bez nezadoucich efektl. Pro zvySeni rozpustnosti lé¢iva ve vodném

prostiedi bylo vyzkouSeno mnoho postupti, ale jako nejslibnéjsi cesta se vSak jevi vyuZiti

polymernich mice] 148898100

Nékteré nanosystémy vhodné pro dopravu 1é€iv (véetné polymernich micel) jsou vytvareny
hydrofobni asociaci tzv. amfifilnich molekul, tj. molekul, které maji urcitou ¢ast vyrazné
hydrofobni a =zbyld c¢ast molekuly je vyrazn€ hydrofilni. Amfifilita je jednim
z védeckého hlediska velmi zajimavé materialy kvili jejich (potencialni) aplikaci v oblasti
nosicovych systému ve farmacii, v kosmetice, potravinafstvi, prostfedcich osobni hygieny

apod.*
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3.1. Typy nosicovych systémii

Mezi nosicové systémy vsak nepatii jen vySe zminéné polymerni micely, ale i liposomy,

dendrimery, polymersomy ¢i nanokapsule, které¢ maji jak své vyhody, tak i nevyhody.

3.1.1.Liposomy
Liposomy jsou utvary tvofené fosfolipidovou

dvojvrstvou s vnitini dutinou vyplnénou vodnou fazi
(Obrazek 10). Polarni charakter jadra umoziuje
enkapsulaci polarnich 1é¢iv, zatimco amfifilni a

lipofilni ~ molekuly  jsou  pak

ve fosfolipidové dvojvrstye, 2103104

zachyceny
Hlavni slozkou
liposomu jsou fosfolipidy a cholesterol, které jsou

vSak finan¢né dosti narocné a zpusobuji vysoké

Lipofilni 1éciva

v

¥ o LG T A
Hyvdrofilni lé¢iva

Obrazek 10: Liposom.

v o

naklady na pfipravu téchto nosici. 103104 Liposomy

jsou navic pifi dlouhém skladovani fyzikalné a chemicky nestabilni.'%®

3.1.2.Dendrimery
Dendrimery jsou molekuly s vysoce

(o] o
v . S o Q b
vétvenou symetrickou strukturou. Jsou =1 :SNI g“\m &3 8
-
NH { HN °
y s y L o . 8
tvoreny jédrem, rozvetvenymi g @N ‘jN\J o 0"\»} . Nz—g
. . o ;e v 7. — O
jednotkami a terminalnimi funkénimi ;S "N{o 07~H N i .
NH
A A i B Vg . = NH“ )—O
skupinami (Obrazek 11). Dendrimery gf\f > ¢ G S 0 N8
#N_\.N H
. we , . I3 N
jsou piipravovany chemickou syntézou a Moo o N“N(o }"’LN o O gg
; v . ” . g 0 MNAL NH § HN
e tedy mozné pripravit molekul e /o o YRS
p1ip y e " N
NS
N H
0 znamé molekulové hmotnosti a nizké @HZ ol };‘0\ od :;“’1
. . s T § NH f NH
polydisperzité. Cileni dendrimerti je S O‘Lm MY k%
& o & o e
umoznéno piipojenim cilicich ligand &

na termindlni funkéni skupiny. Lécivo Obrézek 11: Dendrimer.
muze vytvaret s okrajovymi skupinami

dendrimeru supramolekularni hostitel-host agregaty nebo miize byt vazano nespecificky

99,105,106

,»uvniti  dendrimeru. Velkou nevyhodou dendrimerG je vSak velkd cenova

SO s e s 105
naroc¢nost jejich pfipravy.

3.1.3.Polymersomy
Polymersomy jsou nadmolekularni utvary tvotfené z amfifilnich vysokomolekularnich

blokovych kopolymert (Obrazek 12). Strukturné jsou podobné liposomim (hydrofilni
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jadro), jsou vSak vytvofeny zpravidla

ze syntetickych polymert. Polymersomy jsou

mechanicky, chemicky i termodynamicky hydrofilni sloka
stabilngj$i nez liposomy. TlouStka membrany il

urCuje  jejich elasticitu, permeabilitu a

mechanickou stabilitu. Polymersomy mohou

enkapsulovat hydrofilni latky ve svém jadre, S AT hydrofobni slozka

hydrofobni latky ve své membrané a/nebo

na svém povrchu. Neni vSak dosud popsano

74dné jejich vyuziti v klinické praxi.*>*’

Obrazek 12: Polymersom.

3.1.4.Nanokapsule
Nanokapsule jsou vezikularni systémy, ve kterych je

1é¢ivo uzavieno vtekuté kavit¢ obklopené tenkou
92,99

1é¢ivo
polymerni membranou (Obrazek 13). Polymerni sténa
nanokapsuli je vytvofena zneionickych polymert a
: . ¢ is192,99,108,109 o . msikapsil
obklopuje tak lipofilni jadro.”™ >~ Vnitini kavita
muiZze obsahovat aktivni latku v pevné i tekuté formé. Obrazek 13: Nanokapsule.
Nanokapsule mohou nést aktivni latku také na svém

povrchu, %%

3.2. Polymerni micely
Ze skupiny nosi¢ovych systému vSak zajem odborné vetejnosti nejvice zaujaly polymerni

micely a velka ¢ast vyzkumu v této oblasti se zaméfuje zejména na n€. Ve své disertacni
préci se také vénuji jejich piipravé, a proto je nyni rozeberu podrobnéji nez predchozi typy.
Polymerni micely (Obrazek 14) jsou utvary, které maji hydrofobni jadro a hydrofilni obal,
a jsou obvykle vyuzivany jako nosi¢e hydrofobnich 1é¢iy, 20110113 Polymerni micely
vznikaji ve vodném prostiedi z roubovanych ¢i blokovych kOpolymerﬁ.gO’llo Tyto
makromolekuly obsahuji hydrofobni segmenty, které tvofi jadro vzniklé micely, a které
slouzi k enkapsulaci hydrofobniho 1é¢iva. Hydrofilni obal naopak stabilizuje micelu vici
rozpoznavacim systémim retikuloendotelidlniho systému a oddé€luje 1é¢ivo od vodného

+ 17 90,110-113
prostiedi.
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Polymerni micely jsou velmi stabilni a ve srovndni se
surfaktanty maji nizkou kritickou asociaéni koncentraci.®#%**
Hnaci silou pro samoshlukovani jsou nekovalentni interakce,
zejména hydrofobni, elektrostatické a vodikové vazby ¢i n--n

.13 o ror S .
stohovani.™ Zptsob samoshlukovani zavisi na koncentraci

polymeru a strukturnich parametrech jako je pocet, délka a
distribuce hydrofobnich skupin Vramci polymerniho

Obrazek 14: Polymerni micela.
skeletu.'*

Polymerni micely jako nosic¢ové systémy byly poprvé vyuzity zacatkem 90. let 20. stoleti,
kdy byly pfipraveny micely konjugované s doxorubicinem. Polymerni micely byly poté
intenzivné studovany jako nosna média pro injektaze 1éCivych latek Spatné rozpustnych ve
vod¢ jako je paclitaxel, indomethacin, aphotericin B, adriamycin, dihydrotestosteron aj.

Celkové bylo zji§téno, e polymerni micely jsou vysoce efektivni nosi¢ové systémy.'

Lécivo mize byt v micele vazano bud’ hydrofobné (nekovalentné, tj. ,,rozpusténo* v jadie

micely)'go,llﬁ

nebo pifimo chemicky navdzano na polymerni nosi¢ biodegradovatelnou
11 L : . y R ; T
vazbou 2% M8 1 4kivo je poté uvolnéno prerusenim kovalentni vazby, idelng

ve specifickém cilovém mists. >

Tvorba micel ve vodném roztoku nastavd v okamziku, kdy koncentrace amfifilniho
polymeru vzroste nad urCitou koncentraci oznaCovanou jako kritickd agregacni
koncentrace (CAC). Pti této koncentraci za¢nou hydrofobni segmenty asociovat, aby
minimalizovaly kontakt s molekulami vody, a hydrofilni fetézce se rozprostiraji
do vodného prostiedi. Toto shlukovani vede k tvorb& micelarnich struktur.™>**" Lipofilni
1é¢iva pak mohou byt zachycena v hydrofobnim stiedu vzniklé micely (nekovalentni
Zpﬁsob).ml‘118 Hodnoty CAC polymernich micel se pohybuji v fadech 10°-107 M. Takto
nizké hodnoty predurcuji polymerni micely pro in vivo podani diky zachovani micelarni

’ v ;e ’ v o xewes 11
struktury, a tim prodlouzeni cirkulace v krevnim fecisti. >

Polymerni micely ale zaujimaji pfednostni postaveni nejen kvali jejich pfiznivym
hodnotam CAC a malé velikosti (10-200 nm), ale také kvili vysoké stabilit¢ a
solubilizaéni kapacité, moznosti postupného uvoliiovani 1é¢iva a akumulaci v naddorové
tkani (EPR efekt, viz niie).llg‘120 Pouziti biodegradabilniho a biokompatibilniho polymeru

(napriklad hyaluronanu) pak zajistuje zdravotni nezavadnost micel.*?
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Vysoky potencial HA fungovat jako nosi¢ souvisi jednak s jeho hydrofilni povahou (slouzi
jako hydrofilni ¢ast nosice) a také s pfirozenymi receptory v organismu, které maji
specifickou afinitu k HA (RHAMM receptory & CD44 receptory).?!® Bghem
enzymatického rozkladu systému HA-1éCivo, zajistuji CD44 receptory internalizaci HA

bunikami, coz umoziuje fizené intracelularni dodani 1é¢iva.

Kromé cileni polymernich micel do nadorovych tkani pomoci specifickych interakci
polymerni slozky micely a receptorii, se micely mohou dostat do nadorové tkané také
pomoci takzvaného EPR efektu (enhanced permeation and retention effect). EPR efekt je
zalozen na faktu, ze nadorova tkan je struktura s velkymi ,,péry“ mezi bunkami (je

1,121 obecné do cca 780

takzvan¢ ,,dérava“) a umoznuje tak prichod ,,velkych* moleku
nm.'?? Zdravéa tkafi ma ,,pory* vyrazn& mensi, proto tyto molekuly (micely a podobng)
nepropousti nebo propousti jen v omezené mife. Protoze nadorové tkané mivaji Spatny ¢i

122-124

zadny odvod lymfy, zlstavaji nosice v téchto tkdnich déle. Ptesto vSak nemlize EPR

s “ L w1 s 9l
efekt garantovat zajiSténi dostatecné koncentrace 1é¢iva v buiikéch.

3.3. Nosicové systémy na bazi HA

Prvni polymerni micely byly pfipraveny ze syntetickych polymeri.®®'?*

Tyto nosicové
systtmy vSak maji mnohé nevyhody, zejména nizkou biokompatibilitu a
biodegradabilitu.® Naslednd bylo ohnisko z4jmu posunuto k pfirodnim materialéim.
Nékteré¢ ptirodni polymery, jako chitosan ¢i alginat, byly také pouZity pro nosiové
systémy.’?® Chitosan je ale lidskému t&lu cizi a pii fyziologickém pH je obtizng
rozpustn}'/.127 Alginat, ktery byl rovnéz testovan jako nosicovy sys‘[ém,128 je vsak in vivo

rozkladan piilis pomalu.®®

Dalsi pfirodni polymer, ktery byl testovan pro vyvoj nosi¢ovych systému, je HA. Rozvoji
nosicl 1é¢iv zaloZzenych na pfirodnim HA vSak brani jeho vysoka hydrofilita a Spatné
biomechanické vlastnosti. Fyzikalné—chemické vlastnosti HA nejsou dostacujici pro tvorbu
stabilnich agregatii ve vodném prostiedi a enkapsulaci hydrofobnich biologicky aktivnich
latek & 16¢iv.>% HA také vykazuje nizkou biologickou stabilitu in vivo a kratkou dobu
setrvani v organismu kvili rychlému odbouravani.®*® Jako vhodna cesta ke zpomaleni

odbouravani HA v t&le se vyuziva jeho chemicka modifikace.'®

3.4. Blokové vs. roubované polymery
Polymerni micely byvaji nejcastéji pfipravovany z blokovych (Obrazek 15A) ¢i

roubovanych polymert (Obrazek 15B). Roubované polymery jsou polymery, jejichz
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molekuly maji alespoii jeden blok navédzany jako vedlejsi fetézec na hlavni polymerni

kostfe. Blokové polymery jsou takové polymery, jejichz molekuly jsou tvofeny bloky,

které jsou fazeny linedrn¢ za sebou.'?

v 0000000006000

Obrazek 15: Blokovy (A) a roubovany (B) polymer

Nosicové systémy zalozené na blokovych polymerech kyseliny hyaluronové byly

pfipraveny napojenim poly(y-benzyl-L-glutamatu),"*  poly(p,L-laktid-co-glykolidu)*®*

132

nebo polyethylenglykolu™“ na HA. Vsechny vySe uvedené postupy vsak vyuzivaji kyselou
formu HA a pro reakce je nutna dlouha reakéni doba (v fadu dni), coz jsou podminky,
pti nichz dochazi k rozkladu polymerniho fetézce HA. Nanocastice zalozené na blokovych
polymerech Casto pozbyvaji funk¢nost kvili limitovanému pocétu hydrofobnich stavebnich
sloZzek ptipraveného blokového polymeru (maximalni pomé&r hydrofilniho polymeru viici

hydrofobni stavebni slozce mize byt 1:1).*3

Nevyhodou je také zpravidla vyssi hodnota
CAC." Oproti tomu ve prospéch roubovanych polymert hovoii nizké hodnoty CAC
micel pfipravenych z téchto polymert. Nizké hodnoty CAC jsou pro in vivo aplikace
vhodné, protoze se snizujici se hodnotou CAC stoupa stabilita micel v oblasti bézné
pouzivanych koncentraci. Pro Gc€ely vyuziti v oblasti nosic¢i 1éCiv je stabilita micel velice
dulezita, protoze malo stabilni micely snadno uvoliiuji 1é¢ivo ze svého jadra diive nez

qo ox 117
V cilovém misté.

3.5. Metody pripravy micel
V zévislosti na fyzikalné—chemickych vlastnostech polymera jsou pouzivany dvé metody

pro pfipravu polymernich micel. Prvni metoda (odpafovaci) zahrnuje rozpusténi polymeru
ve Vhodném rozpoustédle, zatimco enkapsulovana latka je rozpusténa v organickém

rozpoustddle nebo dispergovana ve vodném prostiedi spolu s polymerem.*?**3* Organicka
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faze je ptidana po kapkach do roztoku polymeru a za stalého michani je rozpoustédlo
odpaieno.’®® V ngkterych piipadech byva pro vytvofeni micel aplikovana vyssi

123134 hebo je smés naopak ochlazena.™* Tato metoda piipravy se vyznaguje mnoha

teplota
vyhodami. Témi jsou jednoduchost, relativni ¢asova nenaro¢nost, moznost jednoduse
zvySovat mnozstvi zpracovavaného materidlu a zpravidla uspokojivd enkapsulacni

efektivita, 123134

Druh4 technika je vhodna pro polymery, které nejsou zcela rozpustné ve vods.'?**3

V tomto pfipadé¢ je jak léCivo, tak polymer rozpustény ve vhodném organickém
rozpoustédle. Micelizace je vtomto piipadé¢ zéavisld zejména na zpisobu odstranéni
rozpoustédla. V ptipadé, ze je rozpoustédlo misitelné s vodou, mize byt odstranéno
pomoci dialyzy oproti deionizované vodé (tzv. dialyzaéni metoda).”®?**3 Jsou-li pouzita
rozpoustédla s vodou nemisitelnd, dochazi k enkapsulaci pomoci emulzifikacniho procesu
(olej ve vode€). Vyhodou této metody je relativné vysoka vazebnd kapacita a vysoka
moznost interakce lé¢iva s polymerem diky tomu, ze jsou rozpuStény ve stejné fazi.
Nevyhodou je pouziti organickych rozpoustédel, nesnadné navySovani mnozstvi

’ r By ’ o v vr v v ’ 134
zpracovavaného materialu a vice krokt neZ v pripads odpafovaci metody.™

Dftive byla publikovéna 1 tfeti metoda piipravy polymernich micel. Polymer 1 1é€ivo byly

rozpustény v systému voda/terc-butanol a tato smés rozpoustédel byla odstranéna

lyoﬁlizaci.lz?”134

134

Tato metoda piipravy micel vSak pravdépodobné nepiindsi Zadné zasadni

vyhody.

3.6. Aromatické nosice
Dosavadni vyzkumy se zamérovaly zejména na ptipravu amfifilnich derivata s alifatickymi

hydofobnimi skupinami.?*****® Modifikace polymerti pro nosi¢ové systémy pomoci
aromatickych hydrofobnich slozek byla studovana jen pomérné¢ malo a ¢astéji se jednalo

0 ptipravu blokovych nikoliv roubovanych polymert.

Lze ptfedpokladat, Ze l1éciva aromatického charakteru, kterych je zejména mezi
kancerostatickymi lé¢ivy vét§ina,™** mohou byt Iépe inkorporovana do micel aromatickych
derivath pomoci m-'m interakci. Chemickd modifikace polymerti pomoci aromatickych
hydrofobnich skupin také zplisobuje sniZeni kritické asocia¢ni koncentrace (CAC). Toto je
velmi vitany fakt,'*° protoze pii vysokych hodnotach CAC by nebyla mozna in vivo

aplikace. %
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Vyse zminénou hypotézu aromatického ukotveni 1é¢iva v micele potvrzuje i publikace, kde
byla popsana ptiprava micel z blokovych kopolymert, konkrétné
z methoxypolyethylenglykol-b-poly(karbonat-co-L-laktid)kopolymeru
[PEG-b-P(CB-co-LA)] a methoxypolyethylenglykol-b-poly(laktid)kopolymeru
(PEG-b-PLLA) (Obrazek 16).*’

/MMYWJL+ ot

PEG-b-P(CB-co-LA) PEG-b-PLLA

Obrazek 16: Aromaticky a nearomaticky nosic pro enkapsulaci bicalutamidu.

Enkapsulovanym kancerostatickym lé¢ivem byl bicalutamid (Obrazek 17). Bicalutamid je
oraln¢ podéavané, ve vod¢ prakticky nerozpustné, 1é¢ivo, v jehoz molekule jsou obsazeny

dva aromatické kruhy.

Obrazek 17: Bicalutamid.

Kopolymer PEG-b-PLLA je tvofen pouze dvéma druhy alifatickych polymernich fetézct,
zatimco PEG-b-P(CB-co-LA) obsahuje v postrannim fetézci aromaticky skelet (ziskany
zabudovanim monomeru 5-methyl-5-benzyloxykarbonyl-1,3-dioxan-2-onu). Nejlepsi
PEG-b-P(CB-co-LA) vykazuje vice nez 4% vys$i hodnotu vazebné kapacity (4,10+0,23)
ve srovnani s PEG-b-PLLA (1,0+0,3). Hodnoty CAC pro PEG-b-P(CB-co-LA)
(0,002 g-<dm™®) byly o fad nizsi nez pro PEG-b-PLLA (0,03 g-:dm™). A jak jiz bylo
uvedeno diive, CAC piimo souvisi se stabilitou polymernich micel v roztoku. Pro in vivo
aplikace polymernich micel (napiiklad do krevniho fecisté kdy dochdzi k velkému fedéni)
je vyssi stabilita micel zadouci. In vitro testy také ukazaly, Ze micely tvofené
PEG-b-P(CB-co-LA) jsou vice t¢inné pii postupném uvoliiovani bicalutamidu nez micely

ptipravené z PEG-b-PLLA. Testy cytotoxicity potvrdily, ze 1é¢ivo vazané v micele ma
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stejné inhibi¢ni GCinky na LNCaP (bunécna linie lidského nddoru prostaty) jako 1é¢ivo
volné.

Nekovalentni vazba aromatického 1é¢iva pomoci 7w interakci byla ,,pozorovana‘“ mezi
aromatickym lécivem a konjugatem oxidu grafenu a HA."*® Aromatické 1é&ivo je vazéano
na grafen pomoci vodikovych vazeb a 7w interakci. Tento komplex je vyborné rozpustny

ve vodném prostiedi a in vitro vykazuje inhibi¢ni efekt na nadorové bunky.

Jako priklad lepsich vlastnosti aromatického blokového polymeru mize byt uvedena také
inkorporace camphothecinu do nosi¢ti na bazi polyethylenglykol-polyaspartat esteru,
substituovaného benzylovym, n-butylovym, dodecylovym zbytkem ¢i smési dvou z téchto
zbytkti (Obrazek 18). VSechny micely s inkorporovanym camphothercinem vykazuji
podobné stability in vitro, nikoliv vSak in vivo. Micely, kde je polymer substituovany
pouze benzylem, vykazuji in vivo delsi cirkula¢ni ¢as nez micely, kde je polymer
substituovan zaroven n-butylem ¢i dodecylem. Tento jev nastava i navzdory tomu,
ze hydrofobni jadra téchto ,,smésnych® micel maji vice hydrofobni charakter (dodecyl—
dvanact uhlikovych atomi, benzyl — sedm uhlikovych atomt). Tyto vysledky naznacuji, ze
nejen hydrofobicita, ale také fyzikalni vlastnosti jako je rigidita ¢i m'-'m interakce jadra

micely s lé&ivem prispiva k jeho inkorporaci a stabilits.**
COOR

H H H
/kov\)\/N N N\%
n X yH
(¢} o COOR
R = H nebo benzyl nebo butyl nebo dodecyl

Obrazek 18: Nosi¢ na bazi polyethylenglykol-polyaspartat esteru.

Aromaticky modifikované amfifilni polymery byly  pfipraveny také
z methoxypolyethylenglykolu  (PEG) a  kyseliny skoficové  (PEG-CIN), a
methoxypolyethylenglykolu a dvou molekul kyseliny skoficové, které jsou navazané
na terminélni skuping PEG pies lysin (PEG-Lys-DCIN)'® (Obrazek 19).

O

=
HN
/OMOWOY\Q /O \(\AOA/Q | )l\/\©
o) o)
=
PEG-CIN PEG-Lys-DCIN H%

Obrazek 19: PEG modifikovany kyselinou skoficovou.
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U t&chto derivatil byla stanovena hodnota CAC na 0,78 mg-cm > pro PEG-CIN a 0,04
mg-cm ° pro PEG-Lys-DCIN. Zdvojnasobenim struktur zodpovédnych za w7 interakce
klesla hodnota CAC zhruba 20x. U micel PEG-Lys-DCIN byla pozorovana vétsi vazebna
kapacita a pomalejsi uvoliiovani doxorubicinu nez u PEG-CIN. Dale byla studovana
protinadorova aktivita volného doxorubicinu (Obrazek 20) (v tomto piipad¢ jeho ve vodé
rozpustné formy DOX-HCI) a doxorubicinu inkorporovaného v micelach. Studie probihala
na mysich nddorovych bunkéch a bylo potvrzeno, ze aktivita doxorubicinu je srovnatelna.
Pti aplikaci DOX-HCI a doxorubucinu inkorporovaného v micelach, bylo u mysi, kterym
byl podan DOX-HCI, pozorovano zarudnuti a otok v oblasti vpichu, vahovy ubytek a
malatnost. U mysi, jimz byl doxorubicin podan prostfednictvim micelarniho nosice, nebyly
tyto negativni efekty pozorovany. Hlavni nevyhodou téchto polymernich micel je vSak
nizkd stabilita pfi interakcich s krevnimi proteiny, zejména albuminem, o- , B- a y-

globuliny,125’140 ktera je zptsobena adsorbci téchto proteinti na povrch micel 14014

Obrazek 20: Doxorubicin.

Dalsim nedostakem je pouzity =zakladni polymer, protoze PEG je synteticky
nebiodegradabilni polymer.m’143 Syntetické polymery, diky svému charakteru télu cizi
latky, jsou rychle po aplikaci odstranény z organismu na zakladé své hydrofility. Takovéto
polymery také neumoziuji cileni 1é¢iva do pozadovanych mist jinak nez pomoci pasivniho
smérovani (EPR efekt), a to bud’ z diivodu jejich chemické povahy, nebo proto, Ze ztratily

o , oy o1: C 1 . . 144
svou puvodni schopnost cileni kviili chemické modifikaci.

Byl vsak i popsan opacny piipad, kdy nebylo pozorovano zvyseni vazebné kapacity
pfi pouziti aromatického nosice pro enkapsulaci aromatické latky. Pfi srovnani schopnosti
inkorporace a stability aromatickych latek v alifatickém a aromatickém nosi¢i bylo
zjisténo, ze 4-aminofluorescein (aromaticka flourescenéni latka, Obrazek 21) je navzdory

predpokladiim lépe vazan do alifatického nosic¢e nez do aromatického.'*
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H,N

o O
HO | O | OH

Obrazek 21: Struktura 4—aminofluoresceinu.

o

3.7. Nosice na bazi amfifilniho HA s aromatickymi postrannimi retézci
Znadmy jsou také aromatické nosice zalozené na modifikované HA, které vSak vykazuji

mnohé nedostatky limitujici jejich aplikace.

Jeden z téchto nosi¢t™™ (Obrazek 22), amfifilni roubovany polymer kyseliny hyaluronové
(kysela forma), byl pfipraven z HA a polykaprolaktonu esterifikovaného na jeho konci
benzylalkoholem (PCL), ktery byl ziskan polymeraci benzylalkoholu a e-kaprolaktonu.
Tato syntéza vSak vykazuje mnoho nevyhod. Vyuzivd naptiklad kyselou formu
hyaluronanu a vysokou teplotu (80 °C po dobu 4 h), coz vede k rozkladu
polysacharidového fetézce. Dal§i nevyhodou je nemoznost piesné definovat délku
alifatického fetézce kvuli polymerizaci. Pti syntéze PCL se navic pouzivéd vysoce toxicky
katalyzator (2-ethylhexanoat cinaty) nedoporuceny pro biomedicinské aplikace, coz

predstavuje zdsadni problém kvili registratni dokumentaci. Velikou nevyhodou takto

pripravenych polymernich micel je také relativng vysoka hodnota CAC (0,05 g-cm3).
OH
o= ?
HO m
OH NH
o)\

Obrazek 22: HA modifikovany PCL.

Jinym aromatickym nosicem je kyselina hyaluronova (kysela forma) substituovana
pyrenem'* (Obrazek 23). 1-Pyrenmethylamin je ale navazan na karboxylovou skupinu HA
a blokuje tak terapeuticky vyznamné karboxylové skupiny polymeru.®® Navic bylo
prokazano, ze derivaty pyrenu po dermalni i podkozni expozici zpusobuji nadory

u myéi.147
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C e @

@) NH

Obrazek 23: Hyaluronan substituovany 1-pyrenmethylaminem.

Existuji i derivaty, kde byl HA modifikovan aromatickymi substituenty na hydroxylovych
skupinach'®® (Obrazek 24). Modifikace viak bohuZel probihala za bezvodych podminek a
tudiz bylo nezbytné pouzit kyselou formu HA. Reakce byla provadéna ve formamidu, coz
je podeziely karcinogen a potvrzeny teratogen. U derivati se stupném substituce vys$$im

nez 12 % je dalsi nevyhodou velmi nizka rozpustnost v 0,2M NaCl.

/
(0]
OH
O/
o = OH
OH (0] R =H nebo
(e}
\
1) (e}
RO O—
RO 0 O%\ —
OR NH
A

(0]

Obrazek 24: Hyaluronan modifikovany derivatem kyseliny skoficové.
Jiny pfistup nastiuje prace, kde je HA modifikovan pfimo aromatickym lé¢ivem
ptes vhodny  linker.  Timto  zpisobem byla provedena modifikace HA
20-(S)-campthotecinem, coz je piirozené¢ se vyskytujici alkaloid s kancerostatickym
ucinkem. Tento postup ptipravy je vSak zdlouhavy a zahrnuje vyménu hydroxylové
skupiny na Sestém uhliku N-acetylglukosaminu za atom chloru, ptevedeni sodné soli HA
na tetrabutylamoniovou sil a nahrazeni atomu chloru za vzniku aminoskupiny. Oba tyto
postupy zahrnuji pomérné narocné reakéni podminky, které nezadoucim zptisobem plisobi
na HA. Samotny 20-(S)-campthotecin je navazan na vhodny linker a poté teprve probiha
modifikacni reakce HA. Po aplikaci do organismu je 1é¢ivo uvolnéno hydrolyzou esterové

vezby mezi linkerem a 1éCivem. Jiz jen tento stru¢ny popis napovidd, Ze se jedna
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0 pomérné naro¢ny postup a v samotné praci je naznaceno, ze se jedna spiSe 0 teoreticky

o < ;149
pfistup k véci.

Vyhody modifikace HA pies jeho hydroxylové skupiny (tedy zachovani moznosti
piirozeného cileni HA pomoci volnych karboxylovych skupin) byly vyuzity i pfi substituci
HA poly(styren-co-maleinanhydridem) (Obrazek 25) pro piipravu optimalniho nosice
prolécbu rakoviny slinivky. Jako 1éCivo byl vtomto pfipadé pouzivan
3,4-difluorbenzyliden kurkumin, tedy 1é¢ivo s aromatickou strukturou. Pro pfipravu tohoto
derivatu byly pouzity mirné reakéni podminky [slab¢ bazické vodné prostiedi a DMSO pro
rozpusténi poly(styren-co-maleinanhydridu), pokojova teplota]. Netoxicky substituent byl
na HA navadzan za vyuziti jednoduchého otevieni anhydridového kruhu, tudiz nebylo
zapotiebi pouzit dalsi reakéni komponenty, které by mohly (z)ptsobit problémy pfi dalSich
aplikacich, které by byly Spatn¢ odstranitelné nebo naptiklad by zptisobovaly degradaci

HA fetézce.

Ptipraveny derivat a jeho micely se ukazaly jako fungujici nosiCovy systém. Tento derivat

je netoxicky, ve vodé rozpustny a jeho micely maji dobrou vazebnou kapacitu, velikost,

C-potencial a i dal$i vlastnosti nezbytné pro tyto aplikace.150

COOH
(0]
* X
O,Na o
O

o O

HO
HO o 0%\

(0]

Obrazek 25: Hyaluronan modifikovany poly(styren-co-maleinanhydridem).
Z vyse uvedenych informaci je ziejmé, ze HA je vhodnym polymerem pro piipravu
derivata pro nosi¢ové systémy. Je ovSem nutné peclivé zvazit vhodnost modifika¢nich
¢inidel a jejich vlastnosti, pouzité reakéni podminky ¢i cileni modifikacnich kroka
na konkrétni skupiny HA. VySe uvedené priiklady derivati (respektive jejich mnozstvi)
demonstruji nedostatek popsanych funkcénich nosicti na bazi sodné soli HA, modifikované

pies hydroxylové skupiny ve vodném prostiedi. Ve své disertacni praci se proto zabyvam
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zptisobem modifikace HA modelovymi aromatickymi modifika¢nimi €inidly za, pokud

wevr

mozno, CO nejSetrnéjsich reakénich podminek.
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4. Cile disertacni prace

e Provést literarni reSerSi a na zdkladé ziskanych informaci navrhnout vhodna
modifikac¢ni ¢inidla obsahujici aromatické kruhy, ptfipadné jejich pfipravu a zptlisob
modifikace HA s ohledem na zamyslené aplikace v oblasti nosi¢t 1é¢iv,

e pfipravit navrzena modifikac¢ni ¢inidla a provést jejich aplnou charakterizaci,

o modifikovat HA ptipravenymi ¢inidly a charakterizovat produkty dostupnymi
spektroskopickymi metodami,

e vyuzit modifikovany HA pro piipravu polymernich micel s vybranymi biologicky
aktivnimi latkami a chrakterizovat je,

e shrnout vysledky do publikaci v odbornych periodicich a prezentovat je

na védeckych konferencich.
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5. Experimentalni ¢ast
5.1. Priprava esterii HA a w-fenylmastnych kyselin

5.1.1.Priprava esteru HA a 4-fenylmaselné kyseliny

Postup

Hyaluronan (0,5 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv., 6 nebo 15 kDa) bylo rozpousténo 60 min v 8 cm®
demineralizované vody. V tficaté minuté rozpousténi byla k vodnému roztoku ptidana baze
(2,0 ekv.) a propan-2-ol (IPA, 4cm?®). Po 60 minutach rozpousténi HA byl do roztoku
pfidan katalyzator (DMAP; 0,0125 mmol; 0,01 ekv.; 0,0015 g) a nasledné i aktivaéni

reakce. Takto vznikla reakéni smés byla michana 2 h za laboratorni teploty.

Aktivovana 4-fenylmaselna kyselina byla ptipravena piidavkem baze (2,0 ekv.; poc¢itano
na disacharidovou jednotku hyaluronanu) a aktiva¢niho ¢inidla (benzoylchlorid; 2,0 ekv.)
do roztoku 4-fenylméselné kyseliny (2,0 ekv.; 0,4105 g; 2,5 mmol) v IPA (4 cm?)
ve stejném okamziku jako pridavek baze a rozpoustédla do vodného roztoku HA (viz

vyse).
Zpracovani

K reakéni smési bylo pfidano 100 cm® IPA a cca 0,5 cm® nasycen¢ho vodného roztoku
NaCl. Vysrazeny produkt byl nechan sedimentovat a nadbyte¢né rozpoustédlo bylo
dekantovano. K sedimentu bylo ptfidano 25 cm® smési IPA a demineralizované vody
(85:15, V:V), promichano a opét nechano sedimentovat. Tento postup byl opakovan tak, ze
sediment byl celkem promyt 4 x 25 cm® smési IPA a demineralizované vody (85:15, V:V)
a4 x 25 cm® IPA. Sediment byl na Petriho misce susen v horkovzdusné susarné pii 40 °C
po dobu 20 h. Probihala-li sedimentace pfili§ pomalu, byl sediment z roztoku ziskan
centrifugaci. Pro uplné odstranéni vody (resp. rezidui rozpoustédel), byla v nékterych
pfipadech pouzita lyofilizace vzorku. V takovém piipadé byl derivat znovu rozpustén
V minimalnim mnozstvi demineralizované vody, zamrazen a lyofilizovan. Produkt reakce

byl ziskéan jako bezbarvy amorfni praSek ve vytézku 85 %.

'H NMR (D,0) signaly acylu: 6 1,90 (bs, 2H, CHy); 2,35-2,50 (bs, 2H, CH,); 2,60-2,73
(bs, 2H, CHy); 7,10-8,20 (m, 5H, CsHs) ppm.
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5.1.2.Priprava esterti HA a 6-fenylhexanové Kyseliny a 8-fenyloktanové kyseliny
Estery HA a 6-fenylhexanové kyseliny (HA-6C) a 8-fenyloktanové kyseliny (HA-8C)

byly pfipraveny stejnym postupem jako estery HA a 4-fenylmaselné kyseliny (viz kap.
5.1.1). Navazky a molarni poméry vSech reagenti byly shodné. K témto reakcim byly
pouzity 2,0 ekv. 6-fenylhexanové kyseliny (0,467 cm® 2,5 mmol) a 2,0 ekv. 8-
fenyloktanové kyseliny (0,540 cm® 2,5 mmol). Produkty reakci byly ziskany jako
bezbarvé amorfni prasky ve vytézcich 89 % (HA-6C) a 86 % (HA-8C).

HA-6C: ‘H NMR (D,0) signaly acylu: & 1,20-1,40 (bs, 2H, CHy), 1,50-1,72 (bs, 2H,
CH,), 2,25-2,50 (bs, 4H, CH,), 2,55-2,70 (bs, 2H, CH,), 7,10-8,20 (m, 5H, CsHs) ppm.

HA-8C: 'H NMR (D20) signaly acylu: & 1,20-1,40 (bs, 6H, CH,), 1,50-1,70 (bs, 4H,
CHy), 2,25-2,48 (bs, 2H, CH>), 2,54-2,68 (bs, 2H, CH>), 7,10-8,10 (m, 5H, CgHs) ppm.

5.1.3.Priprava esterti HA a Fmoc-6-Ahx-OH
Fmoc-6-Ahx-OH = N-9-(Fluorenylmethyloxykarbonyl)-6-aminohexanova kyselina

Estery HA a Fmoc-6-Ahx-OH byly pfipraveny stejnym postupem jako estery HA a 4-
fenylmaselné kyseliny (kap. 5.1.1) za zachovani stejnych molarnich pomért vsSech
reagentl s vyjimkou IPA pouzitého pro rozpusténi Fmoc-6-Ahx-OH. V tomto piipadé bylo
pouzito 6 cm®, protoze 4 cm’® nebyly dostacujici. Do roztoku HA proto byly pfidany jen 2
cm® misto 4 cm® IPA. K reakci byly pouzity 2 ekv. Fmoc-6-Ahx-OH (0,8835 g; 2,5
mmol). Produkty reakci byly ziskany jako bezbarvé amorfni prasky ve vytézcich 79-85 %.

'H NMR (D20) signaly acylu: 6 0,75-1,60 (m, 6H, CH,), 2,40 (bs, 2H, CH,COO), 2,98
(bs, 2H, NCHy), 4,34 (bs, 1H, CH), 6,75-8,25 (m, 8H, Harom.) ppm.
5.1.4.Piiprava esterii HA a 11-tolylundekanové Kkyseliny

Ptfiprava 11-tolylundekanové kyseliny
Postup a)

Monohydrat kyseliny 4-toluensulfonové (7,17 g; 37,71 mmol; 2,0 ekv.) byl rozpustén v
methanolu (20 cm®). K tomuto roztoku byla pfidana 11-bromundekanova kyselina (5 g;
18,86 mmol; 1,0 ekv.). Vysledny roztok byl refluxovan 5 h. Po ochlazeni reak¢éni smési byl
methanol odpafen na RVO, ziskany olej byl natedén vodou (20 cm?®) a extrahovan DEE (3
x 20 cm®). Spojené organické podily byly promyty vodou (2 x 40 cm®) a 30 cm?

nasycen¢ho roztoku NaCl. Organickd faze byla susena nad Na,SO4 a odpafena na RVO.
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Pozadovany produkt byl ziskan v podobé zlutého oleje ve vytézku 94 % (4,86 g) a byl

pouzit v nasledujicim kroku bez dal$iho ¢isténi.

'H NMR (CDCl3): § 1,25-1,34 (m, 10H, CH,), 1,42 (kv; J=7,3 Hz; 2H: CHy), 1,62 (Kv;
J=7,3 Hz; 2H; CH,), 1,85 (kv; J=7,3 Hz; 2H; CHy), 2,30 (t; J=7,6 Hz; 2H; CHy), 3,40 (t;
J=6,8 Hz; 2H; CH,), 3,67 (s, 3H, CH3) ppm.

Postup b)

Kyselina 11-bromundekanova (1,01 g; 3,80 mmol) byla rozpusténa v methanolu (20 cm®).
K tomuto roztoku bylo pomalu piikapano 0,1 cm® koncentrované H,SO,. Vysledny roztok
byl refluxovan 5 h. Kochlazené reakéni smési byl piikapan nasyceny vodny roztok
NaHCO;3; kvuli neutralizaci kyseliny a vznikla smés byla extrahovana hexanem
(3 % 5cm®). Spojené organické podily byly promyty 15 cm® vody a 15 cm® nasyceného
roztoku NaCl. Organicka faze byla susena nad Na,SO, a odpafena na RVO. Pozadovany
produkt byl ziskan v podob& Zlutého oleje ve vytézku 95 % (0,97 g) a byl pouzit v

nasledujicim kroku bez dalsiho ¢isténi.

'H NMR (CDCls): 6 1,25-1,34 (m, 10H, CH,), 1,42 (kv; J=7,3 Hz; 2H; CH,), 1,62 (kv;
J=7,3 Hz; 2H; CH,), 1,85 (kv; J=7,3 Hz; 2H; CH,), 2,30 (t; J=7,6 Hz; 2H; CH,), 3,40 (t;
J=6,8 Hz; 2H; CH,), 3,67 (s, 3H, CHs) ppm.

Bezvody AICI; (2,4 g; 18 mmol; 1,5 ekv.) byl rozsuspendovan v bezvodém toluenu (25
cm®) a vznikla suspenze byla vychlazena na 4 °C. Do michané suspenze byl
v pétiminutovych intervalech ve tfech davkach pfidan methyl-11-bromundekanoat (2,9
cm®; 12 mmol; 1,0 ekv.). Reakéni smés byla zahiata na 60 °C a pii této teploté ponechéna
michat 2 h. Vznikajici HBr byl kvili neutralizaci odvadén do roztoku NaHCOs;. Po
ochlazeni byla reakéni smés nalita na led. Vodna faze byla extrahovana DEE (3 X 25 cm®)
a spojené organické podily byly promyty 10% vodnym roztokem NaHCOs (50 cmd).
Organicka faze byla suSena nad Na;SO, a odpaiena na RVO. Pozadovany produkt byl
ziskan v podobé nazloutlého oleje (3,22 g).

'H NMR (CDCl3): & 1,05-1,35 (m, 12H, CHy), 1,45-1,65 (m, 4H, CH,), 2,2-2,3 (m, 5H,
CH, + CH3), 2,55 (t; J=7,9 Hz; 2H; CH,), 3,65 (m, 3H, CHs), 6,9-7,2 (M, 4 H, CHarom)
ppm.

43



Disertaéni prace Ing. Alena Matelova

V poslednim kroku byl methyl-11-tolylundekanoat (3,33 g; 11,36 mmol) emulgovan
v 10% roztoku NaOH v MeOH (30 cm?®). Reakéni smés byla refluxovana 1 h. Po 10 min
zahfivani vznikla bild srazenina. Po ukonceni zahfivani byl zreakéni smési odpaien
MeOH. Srazenina byla nafedéna 20 cm® H,0 a pomoci koncentrované HCI bylo pH
upraveno na hodnotu 2—3. Produkt byl z vodného roztoku extrahovan dicthyletherem (3 X
30 cm®). Spojené organické podily byly promyty 10% NaHCO3 (1 x 20 cm®), H,0 (1 % 20
cm3) a suSeny nad Na,SO,. Organickd faze byla suSena nad Na,SO,4 a odpaiena na RVO.
Produkt byl ziskan v podob¢ naZloutlého oleje ve vytézku 87 % (2,15 g).

'H NMR (CDCls): & 1,05-1,35 (m, 12H, CHj), 1,45-1,65 (m, 4H, CH,), 2,25-2,38 (m, 5H,
CH, + CHj3), 2,55 (t; J=7,9 Hz; 2H; CH>), 6,9-7,2 ppm (m, 4H, CHgom) ppm.

Pfiprava esteru HA a 11-tolyludekanové kyseliny

Reakce mezi HA a 11-tolylundekanovou kyselinou provedené za stejnych podminek jako
reakce HA a o-fenylalkylovych kyselin (kap. 5.1.1). Produkty reakci byly ziskany jako
bezbarvy prasek ve vytézku 68-85 %.

HA-11C: 'H NMR (D,0) signaly acylu: & 1,10-1,35 (m, 12H, CHy), 1,50-1,70 (bs, 4H,
CHj), 2,35-2,50 (bs, 4H, CH,+CH3), 2,55-2,62 (bs, 2H, CH,), 7,05-7,35 (m, 5H, CgHs)
ppm.

5.1.5.Alternativni metody pripravy modifika¢niho ¢inidla
Wittigova reakce trifenylfosfoniové soli methyl-11-bromundekanoétu a benzaldehydu

Ptiprava Wittigovy soli:

Postup a)***

Do smési trifenylfosfanu (0,91 g; 3,48 mmol; 1,17 ekv.) a acetonitrilu (5 cm®) byl prikapan

methyl-11-bromundekanoat (0,72 cm®

; 3,0 mmol; 1,0 ekv.) a reakéni smés byla
refluxovana celkem 46 h. Béhem zahfivani doSlo k Gplnému rozpusténi trifenylfosfanu.
Poté bylo rozpoustédlo odpafeno na RVO a k odparku (husty zluty olej) byl pfidan DEE,
ktery byl po promichéni, olej byl dekantovan a DEE byl odstranén pipetou. Tento postup
byl opakovan do uplného odstranéni nezreagovaného trifenylfosfanu (kontrolovano

pomoci TLC). Produkt byl ziskan ve vytézku 92 % (1,49 g).
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Postup b)™>?

Trifenylfosfan (0,51 g; 1,96 mmol; 0,90 ekv.) byl rozpuitén v bezvodém DMF (8 cm®) a
k tomuto roztoku byl ptikapan methyl-11-bromundekanoat (0,53 cm3; 2,20 mmol; 1,0
ekv.). Reak¢ni smés byla zahtivana na teplotu 50-60 °C po dobu 23 h a poté na teplotu cca
100 °C po dobu 22 h. Produkt (husty zluty olej) byl zroztoku ziskdn vysrazenim
pfidavkem DEE a promyt novymi porcemi DEE pro odstranéni nezreagovaného

trifenylfosfanu. Produkt byl ziskan ve vytézku 97 % (1,05 g).

'H NMR (CDCls): § 1,15-1,28 (m, 10H, CHj), 1,52-1,65 (m, 6H, CH>), 2,26 (t; J=7,6 Hz;
2H; CH,), 2,58 (t; J=5,7 Hz; 2H; CH,), 3,63 (s, 3H, CHs), 7,67-7,85 (M, 15H, CHarom)
ppm.

5.2. Priprava esterii HA a 4-alkoxybenzoovych kyselin

5.2.1.Priprava 4-oktyloxybenzoové kyseliny

Methylester kyseliny 4-hydroxybenzoové (0,50 g, 3,33 mmol; 1,0 ekv.) byl pfidan do
sm&si bezvodého DMF (6,6 cm®) a K,COsz (1,37 g). Ktéto smési byl piikapan n-
oktylbromid (0,57 cm?®; 3,94 mmol; 1,0 ekv.) a reak¢ni smés byla zahtata na 60 °C. Pii této
teploté byla reakéni smés michana 13,5 h. Poté byla reakéni smés nalita na led, vodna faze
extrahovana ethyl-acetatem (7 x 7 cma), spojené organické podily byly promyty vodou (40
Cm3) a suseny nad Na,SO,. Po odfiltrovani susidla bylo rozpoustédlo odpateno na RVO a

pozadovany produkt ziskan v podob¢ bezbarvé krystalické latky ve vytézku 85 % (0,75 g).

'H NMR (CDCl): 6 0,82 (t; J=7,0 Hz; 3H; CH3), 1,19-1,24 (m, 8H, CH,), 1,39 (m, 2H,
CH,), 1,73 (m, 2H, CH,), 3,81 (s, 3H, CHj3), 4,00 (t; J=7,0 Hz; 2H; CH,), 6,83 (d; J=8,8
Hz; 2H; CHarom), 7,90 (d; J=8,8 Hz; 2H; CHgrom) ppm.

Methylester kyseliny 4-oktyloxybenzoové (0,51 g; 1,92 mmol) byl rozpustén v EtOH (5
cm® a k tomuto roztoku byl pfidan KOH (0,51 g; 9,04 mmol). Reakéni smés byla
refluxovana 5 h, kdy byla na zakladé TLC analyzy reakce ukoncena. Reakéni smés byla
nalita na led a pH bylo pievedeno do kyselé oblasti pomoci koncentrované HCI. Vysrazeny
pevny podil ve form¢ bilé amorfni latky byl odfiltrovan za snizeného tlaku pies fritu,
promyt vodou a vysuSen. Pozadovany produkt ziskan v podobé bezbarvé amorfni latky

ve vytézku 88 % (0,42 g).
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'H NMR (CDCls): 6 0,82 (t; J=7,0 Hz; 3H; CH3), 1,19-1,24 (m, 8H, CH,), 1,39 (m, 2H,
CHy), 1,73 (m, 2H, CHy,), 4,00 (t; J=7,0 Hz; 2H; CH,), 6,83 (d; J=8,8 Hz; 2H; CHarom),
7,90 (d; J=8,8 Hz; 2H; CHarom) ppm.

5.2.2.Priprava esteru HA a 4-oktyloxybenzoové kyseliny
Hyaluronan (0,5 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv.; 6 kDa) byl rozpoustén po dobu 60 min v 8 cm®

demineralizované vody. V tficaté minuté rozpousténi byl k roztoku pfidan DIPEA (2,0
ekv.) a IPA (4 cm®). Ve stejném okamziku byl DIPEA (3,0 ekv.) s aktiva¢nim ¢inidlem
(benzoylchlorid; 2,0 ekv.) ptidan i do roztoku substituované kyseliny 4-hydroxybenzoové
kyseliny (2,0 ekv.; 0,6258 g; 2,5 mmol) v IPA (4 cm®). V 60. minut& rozpousténi HA byl
do roztoku ptidan katalyzator (DMAP; 0,0015 g; 0,0125 mmol; 0,01 ekv.) a nasledné i
roztok aktivované 4-oktyloxybenzoové kyseliny. Tato reakéni smes byla michana 2 h

za pokojové teploty.

Zpracovani probihalo stejné jako v piipadé reakce HA s o-fenylmastnymi kyselinami.

Produkt reakce byl ziskan jako bezbarvy amorfni prasek ve vytézku 92 % (0,52 g).

'"H NMR (D20) signaly acylu: 6 0,80-0,90 (bs, 3H, CH3), 1,20-1,50 (bs, 12H, CH,), 1,80—

1,88 (bs, 2H, CH,), 7,40-8,10 (m, 4H, C¢H,4) ppm.

5.2.3.Priprava 4-decyloxybenzoové, 4-dodecyloxybenzoové, 4-tetradecyloxybenzoové,
4-hexadecyloxybenzoové kyseliny

Ptiprava dalSich derivati 4-hydroxybenzoové kyseliny s jinym alkylovym substituentem

byly ptipraveny postupy v kapitole 5.2.1 a v kapitole 5.2.2.

'H NMR (D-0) signaly acylu: 3 0,80-0,90 (bs, 3H, CHs), 1,20-1,50 (bs, 16H, CHy), 1,80~
1,88 (bs, 2H, CH,), 7,40-8,10 (m, 4H, CsHa) ppm.

'H NMR (D.0) signaly acylu: 3 0,80-0,90 (bs, 3H, CHs), 1,20-1,50 (bs, 20H, CHy), 1,80~
1,88 (bs, 2H, CH,), 7,40-8,10 (m, 4H, CsHa) ppm.

5.3. Priprava esterti HA a 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny

5.3.1.Priprava 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny
Methyl-11-bromundekanoat (9,88 g; 35,38 mmol; 1,15 ekv.) byl rozpustén v DMSO (68

Cm3). Ke vzniklému roztoku byl ptidan NaOH (9,19 g; 229,8 mmol) a karbazol (4,57 g;
27,30 mmol; 1,0 ekv.). Reakéni smés byla zahfivana na teplotu pfiblizné 110 °C po dobu

14 h. Poté byla nalita na led, pH bylo pomoci koncentrované HCI pfevedeno do kyselé
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oblasti a vznikld srazena byla odfiltrovana za snizen¢ho tlaku pfes fritu. Pozadovany
produkt byl ziskan v podob& amorfni bézové latky (10,19 g). Podle *H NMR analyzy doslo
za podminek reakce k castecnému odstranéni chrénici karboxylové skupiny. Pomér

methylesteru a karboxylové kyseliny byl po provedeni reakce (0,6:0,4).

'H NMR (CDCls): & 1,40-1,20 (m, 12H, CH,), 1,62 (m, 2H, CH,), 1,88 (m, 2H, CH,), 2,34
(t; J=7,3 Hz; 2H; CH,), 3,65 (t; J=0,55 Hz; 3H; CHj3), 4,30 (t; J=7,3 Hz; 2H; CHy), 7,23 (t;
J=7,3 Hz; 2H; CHgrom), 7,50-7,40 (m, 4H, CHarom), 8,10 (d; J=7,9 Hz; 2H; CHarom) ppm.

Smés produktii z piedchozi reakce (10,19 g) byla rozpusténa v suspenzi MeOH (60 cm®) a
NaOH (7,32 g; 183,0 mmol) a refluxovana po dobu 14 h. Reakéni smés byla nalita na led,
pH bylo pfevedeno na hodnotu 2-3 pomoci koncentrované HCl a vznikld srazena byla
odfiltrovana za sniZeného tlaku pfes fritu. Pozadovany produkt byl ziskan v podobé bézové

pevné latky.

'H NMR (CDClg): 6 1,4-1,2 (m, 12H, CH,), 1,62 (m, 2H, CH), 1,88 (m, 2H, CH,), 2,34
(t; J=7,6 Hz; 2H; CHy), 4,30 (t; J=7,3 Hz; 2H; CH,), 7,23 (t; J=7,0 Hz; 2H CHaom), 7,5—
7,4 (m, 4H, CHarom), 8,10 (d; J=7,9 Hz; 2H; CHgyom) ppm.

5.3.2.Priprava esteri HA a 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny
Hyaluronan (0,5 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv.; 6 nebo 15 kDa) bylo rozpousténo 60 nebo 150

min v8 nebo 5 cm® demineralizované vody. V tficaté minuté rozpousténi byla
k vodnému roztoku piidana baze (2,0 ekv.) a IPA (4 cm?). Po 60 (nebo 15 min) rozpu§téni
byl do roztoku HA piidan katalyzator (DMAP; 0,0125 mmol; 0,0015 g; 0,01 ekv.) a

nasledné i aktivacni reakce. Takto vznikla reakéni smés byla michana 2 h.

Aktivovana 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova kyselina byla ptipravena piidavkem baze
(2,0 ekv.; pocitano na disacharidovou jednotku hyaluronanu) a aktiva¢niho ¢inidla
(benzoylchlorid; 2,0 ekv.) do roztoku 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny (2,0
ekv.; 0,4105 g; 2,5 mmol) v IPA (4 cm3) ve stejném okamziku jako ptidavek baze a

rozpoustédla do vodného roztoku HA (viz vyse).

Zpracovani

K reakéni smési bylo piidano 100 cm® IPA a cca 0,5 cm® nasyceného vodného roztoku
NaCl. Vysrazeny produkt byl nechan sedimentovat a nadbytecné rozpoustédlo bylo

dekantovano. K sedimentu bylo ptfidano 25 cm®

smesi IPA a demineralizované vody
(85:15, V:V), promichano a opét nechano sedimentovat. Tento postup byl opakovan tak, ze
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sediment byl celkem promyt 4 x 25 cm® smési IPA a demineralizované vody (85:15, V:V)
a 4 x 25 cm® IPA. Sediment byl na Petriho misce suSen v horkovzdugné susarng pii 40 °C
po dobu 20 h. Probihala-li sedimentace piili§ pomalu, byl sediment z roztoku ziskan
centrifugaci. Pro uplné odstranéni vody (resp. rezidui rozpoustédel), byla v nékterych
ptfipadech pouzita lyofilizace vzorku. V takovém ptipadé byl derivat znovu rozpustén
V minimalnim mnozstvi demineralizované vody, zamrazen a lyofilizovan. Produkty reakce

byly ziskany jako bezbarvy amorfni prasek ve vytézku 83—95 %.

'H NMR (D,0) signaly acylu: § 1,0-1,35 (m, 12H, CH,), 1,53 (bs, 2H, CH,), 1,87 (bs, 2H,
CHy), 2,36 (bs, 2H, CH>), 3,99 (bs, 2H, CH,), 7,25-8,30 (m, 8H, CH) ppm.

5.4. Priprava esteru HA a DL-a-tokoferol sukcinatu
Pii pfipravé esteru HA a tokoferol sukcinatu byly pouzity podminky jako v ptipadé

ptipravy esteri HA a 4-fenylmaselné kyseliny (viz kap. 5.1.1). Produkt byl ziskan jako
bezbarvy amorfni prasek ve vytézku 98 % (0,503 g).

'H NMR (D,0) signaly acylu: & 0,65-1,50 (m, CH,), 1,96 (s, 3H, CH3), 2,04 (s, 3H, CHa),
2,11 (s, 3H, CHj3), 2,65 (s, 2H, CH,), 2,92 (s, 2H, CHy), 3,06 (s, 2H, CHy) ppm.

5.5. Charakterizace derivatii a stanoveni DS pomoci NMR
Stupefi substituce a Gistota derivatii byly urovany z *H NMR spekter. Vzorky pro NMR

analyzy byly pfipravovany rozpusténim cca 10 mg derivatu v 800 ul D,O. Derivaty byly

pfed méfenim rozpoustény alespon 1 h za stalého michani.

Stupeni substituce byl ziskdan vypoctem poméru integralnich hodnot pikli anomernich

atomt vodiku HA a pikl atomt vodiku alifatického fetézce.

5.6. Sledovani pribéhu reakce
5.6.1.Sledovani priibéhu reakce bez pridavku vody
a) 4-Fenylmaselna kyselina (0,1027 g; 0,625 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpusténa
v deuterovaném IPA (0,7 cm®). K tomuto roztoku bylo piidano ekvimolarni
mnozstvi DIPEA (0,1089 cm?®; 0,625 mmol; 1,0 ekv.) a benzoylchloridu (0,0726
cm®; 0,625 mmol; 1,0 ekv.). Po pridavku benzoylchloridu byly v pravidelnych
intervalech (5; 10; 15 a 30 min) odebirany vzorky na NMR (100 pl reakéni smési
do 700 pl deuterovaného chloroformu) a neprodlend bylo zméfeno 'H NMR

spektrum.
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b) 11-Tolylundekanova kyselina (0,3455 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpusténa
v deuterovaném IPA (2 cm®). Ktomuto roztoku bylo ptidano ekvimolarni
mnozstvi DIPEA (0,2177 cm®; 1,25 mmol; 1,0 ekv.) a benzoylchloridu (0,1452
cm® 1,25 mmol; 1,0 ekv.). Po piidavku benzoylchloridu byly v pravidelnych
intervalech (5; 10; 15; 30 a 60 min, 6,5 h, 7 dni) odebirany vzorky na NMR (100
pl reakéni smési do 700 pl deuterovaného chloroformu) a tyto neprodlené
zméteny.

c) i) 11-(9H-Karbazol-9-yl)undekanova kyselina (0,2197 g; 0,526 mmol; 1 ekv.) byla
rozpusténa v deuterovaném IPA (1 cm®). K této smési byly piidany DIPEA
(0,0808 g; 0,625 mmol; 1,0 ekv.) a benzoylchlorid (0,0726 cm?® 0,625 mmol;
1,0 ekv.). Po piidavku benzoylchloridu byly v pravidelnych intervalech (0,5; 1,5;
2,5;4,5; 6,5 a24 h a po 6 dnech) odebirany vzorky na NMR (100 pl reakéni smési
do 700 pl deuterovaného chloroformu) a tyto neprodlené zméteny.

il) 11-(9H-Karbazol-9-yl)undekanova kyselina (0,02197 g; 0,0625 mmol; 1,0 ekv.)
a DIPEA (0,0109 cm?®: 0,0625 mmol: 2 ekv.) byly rozpustény v deuterovaném IPA
0,1 Cmg), po cca 5 min michani byl pfidan benzoylchlorid (0,00726 cm®; 0,0625
mmol; 1,0 ekv.). Od ptidavku benzoylchloridu byla reak¢éni smés michéana 2,5 h,
poté¢ bylo pfiddno 700 pl deuterovaného CHCIls, smés byla promichana a
pievedena do NMR kyvety a neprodlené byla zmé&iena **C a HSQC NMR spektra.

5.6.2.Sledovani priibéhu reakce s pridavkem vody
4-Fenylmaselna kyselina (0,2053 g; 1,25 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa v deuterovaném

IPA (2 cm®) a k tomuto roztoku byly piidany DIPEA (0,2177 cm®, 1,25 mmol; 1,0 ekv.) a
benzoylchlorid (0,1452 cm®, 1,25 mmol; 1,0 ekv.). Po ptidavku benzoylchloridu byly
v pravidelnych intervalech (0,5 h; 2,5 h; 4,5 h a 6,5 h) odebirany vzorky na NMR (100 ul
reakéni smési do 700 pl deuterovaného chloroformu) a tyto neprodlené¢ zméteny.
Po kazdém odbéru bylo do reak¢ni smési piidano 100 pl demineralizované vody a ziskana

spektra byla porovnana a vyhodnocena.

5.7. Priprava nosicovych systémii s resveratrolem, hledani optimalniho
postupu pro dosaZeni nejvyssi vazebné kapacity
Ptislusny derivat (100 mg) byl rozpustén v 10 cm?® demineralizované vody. Poté byl roztok

sonikovan po dobu 15 min. Béhem sonikace byl vodny roztok chlazen vodou a ledem.
Mezitim byl resveratrol rozpustén v rozpoustédle (methanol, ethanol nebo IPA) a poté byl

béhem sonikace HA derivatu tento alkoholicky roztok po kapkach piidan k roztoku HA
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derivatu. Po uplném piidavku roztoku resveratrolu byla vznikla smés michana 1 h za
laboratorni teploty. Poté byl roztok pfeveden do odpafovaci baiiky, promichavan cca 15
min ve vodni lazni zahtaté na teplotu 30 °C a nasledné byla rozpoustédla odpafena na
RVO. Vznikly film byl rehydratovan 10 cm® demineralizované vody a sonikace byla
zopakovana (10 min) za stejnych podminek. Roztok byl ptefiltrovan pres sklenény
stiikackovy filtr (1,0 pm) na Petriho misku a lyofilizovan. Za ucelem nalezeni optimalnich
podminek pro dosazeni nejvysSi vazebné kapacity byly sonikacni kroky vynechany
a vysledky vazebnych kapacit nosiCovych systéml pfipravenych jednotlivymi postupy
byly porovnany.

5.8. Priprava nosicovych systémi s klotrimazolem
Piislusny derivat HA—w-FAK ¢i HA-C18:1 (100 mg) byl po dobu ptiblizné 1 h rozpoustén

v 10 cm® demineralizované vody. Poté byl k tomuto vodnému roztoku piidan roztok
klotrimazolu (10 mg) v IPA (5 cm®). Vznikly roztok byl preveden do odpafovaci baiiky a
promichavan cca 15 min ve vodni ldzni zahtaté na teplotu 30 °C. Poté byla rozpoustédla
odpafena na RVO. Vznikly film byl rehydratovan 10 cm® demineralizované vody. Roztok

byl ptefiltrovan ptes sklenény sttikackovy filtr (1,0 um) na Petriho misku a lyofilizovan.
Z lyofilizatu byl pfipraven vzorek na "H NMR analyzu (10 mg/800 pl D,0).

5.9. Priprava nosicovych systémii s fenyl-salicylatem (PhS)

P¥islusny derivat HA-w-FAK & HA-C18:1 (100 mg) byl cca 1 h rozpoustén v 10 cm?
demineralizované vody. Poté byl k tomuto vodnému roztoku pfidan roztok PhS (10 mg)
v IPA (5 cm®). Vznikly roztok byl pieveden do odparovaci baniky a promichavan cca 15
min ve vodni lazni zahtaté na teplotu 30 °C. Poté byla smés rozpoustédel odparena na
RVO. Vznikly film byl rehydratovan 10 ¢m® demineralizované vody. Roztok byl

prefiltrovan pfes stiikackovy filtr (1,0 um, glass filter) na Petriho misku a lyofilizovan.
Z lyofilizatu byl ptipraven vzorek na *H NMR analyzu (10 mg/800 pl D,0).

5.10. Priprava nosicovych systémii se smési klotrimazolu a
DL-a-tokoferolu
Prislusny derivat HA-w-FAK & HA-C18:1 (100 mg) byl cca 1 h rozpou§tén v 10 cm®

demineralizované vody. Poté byl k tomuto vodnému roztoku ptidan roztok klotrimazolu
(10 mg) v IPA (2,5 cm®) a bL-a-tokoferolu (20 mg) v IPA (2,5 cm®). Vznikly roztok byl
pfeveden do odpatfovaci baiiky a promichavan cca 15 min ve vodni 14zni zahtaté na teplotu

30 °C. Poté byla rozpoustédla odpaiena na RVO. Vznikly film byl rehydratovan 10 cm®
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demineralizované vody. Roztok byl ptefiltrovan pies sklenény stiikackovy filtr (1,0 um) na

Petriho misku a lyofilizovan.
Z lyofilizatu byl pfipraven vzorek na "H NMR analyzu (10 mg/800 pl D,0).

5.11. Priprava nosicovych systémii se smési fenyl-salicylatu (PhS) a
DL-a-tokoferolu

Pfislusny derivat HA—w-FAK ¢ HA-C18:1 (100 mg) byl cca 1 h rozpoustén v 10 cm?®
demineralizované vody. Poté byl k tomuto vodnému roztoku piidan roztok PhS (10 mg)
v IPA (2,5 cm®) a bL-a-tokoferolu (20 mg) v IPA (2,5 cm®). Vznikly roztok byl preveden
do odpatovaci bailky a promichavan cca 15 min ve vodni l4zni zahtaté na teplotu 30 °C.
Pot¢ byla rozpoustédla odpafena na RVO. Vznikly film byl rehydratovan 10 cm’®
demineralizované vody. Roztok byl ptefiltrovan pies sklenény stiikackovy filtr (1,0 um) na

Petriho misku a lyofilizovan.
Z lyofilizatu byl pfipraven vzorek na "H NMR analyzu (10 mg/800 pl D,0).

5.12. Priprava nosicovych systémii s Nilskou cerveni
Piislusny derivat HA—wm-FAK, HA—karb ¢i HA-TOSU (100 mg) byl cca 1 h rozpoustén

v 10 cm® demineralizované vody. Pot¢ byl k tomuto vodnému roztoku ptidan roztok Nilské
Gervend (1 mg) v CHCIls (3 cm®). Vznikla smés byla pfevedena do odpafovaci baiiky a
promichavana cca 15 min ve vodni lazni zahtaté na teplotu 30 °C. Poté byl CHCl3; odpatfen
na RVO. K vodnému roztoku byly pfidany dalsi 2 cm? &istého CHCls, smés byla fadné
promisena a rozpoustédla byla odpafena. Vznikly film byl rehydratovan 10 cm?®
demineralizované vody. Roztok byl piefiltrovan ptes sklenény stiikackovy filtr (1,0 pm) na

Petriho misku a lyofilizovan.

5.13. Stanoveni kritické agregacni koncentrace
Kritickd agregacni koncentrace byla stanovena ze zavislosti intenzity fluorescence na

koncentraci roztokt. Emisni spektra (580—-700 nm) vodnych roztoki v rozsahu koncentraci
0,00002-0,1 mg-cm > byla proméfovéana na fluorometru RF-5301 (Shimadzu) pfi excitaci

svétlem o vlnové délce 543 nm.

5.14. Stanoveni stability micel s fluorescen¢ni sondami (FRET)

5.14.1.Priprava nosica s FRET barvivy
Ve 20 cm® demineralizované vody bylo rozpu§téno 200 mg HA derivatu (HA—w-FAK,

HA-HBXC). V 10 cm® IPA byly rozpuitény 2 mg DiO (3,3 -dioktadecyloxakarbocyanin
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chloristan; donor). V 15 cm® IPA byly, za pusobeni ultrazvukovych vln (cca 5 min),
rozpustény 2 mg Dil (1,1'-dioktadecyl-3,3,3",3"-tetramethylindokabocyanin chloristan;
akceptor). Oba roztoky (DiO a Dil) byly smiseny a polovina nové vzniklého roztoku byla
prilita k vodnému roztoku derivatu. IPA byl z roztoku odstranén odpafenim na RVO. Poté
byl ptidan zbytek roztoku (DiO a Dil) a IPA byl z roztoku opét odpaten. Vznikly film byl
rehydratovan 20 cm® demineralizované vody. Roztok byl piefiltrovan pres sklenény

sttikackovy filtr (1,0 pm) na Petriho misku a lyofilizovan.

5.14.2. Stanoveni stability micel

Ve4cm® roztoku bovinniho sérového albuminu o koncentraci 40 mg'Cm73 ve
fyziologickém roztoku bylo rozpusténo 6 mg micel sinkorporovanymi FRET barvivy.
Emisni spektra roztokli byla proméfovana na fluorometru RF-5301 (Shimadzu) pfi excitaci
svétlem o vlnové délce 484 nm. Emise byla snimdna v rozmezi 495-600 nm. Méfeni
probihalo pii 37 °C a v ¢asech 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 105
min, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h a 24 h. Stabilita micel nosi¢e byla stanovena porovnanim intenzit

pikl akceptoru a donoru.

5.15. Stanoveni dynamické viskozity pripravenych derivati

Pro méfeni dynamické viskozity byly pfipraveny ¢iré 5% roztoky HA derivati. Méfeny
derivat (250 mg) byl rozpustén v 0,9% roztoku NaCl v demineralizované vodé (5 cmS).
Dynamicka viskozita téchto roztok@i byla méfena na pfistroji Malvern Kinexus Pro”
v rozmezi 0,1-5000 s * pii 25 °C. Vzorky byly méteny s geometrii CP1/60 SR0917SS
nebo CP2/20 SR1388SS v piipade velmi viskoznich gelu.

5.16. Infracervena spektroskopie
Infracervend spektroskopie pfipravenych derivati byla méfena pomoci KBr tablet

transmisni technikou na pfistroji Shimadzu FT-IR-8400S. Kazdé spektrum bylo ziskano

7 64 skent v rozsahu 400-4000 cm 2.

5.17. Spektroskopické stanoveni vazebné kapacity resveratrolu, retinyl-
palmitatu, fenyl-salicylatu, klotrimazolu, DL-a-tokoferolu a pyrenu

Zasobni roztok inkorporované latky byl pfipraven ve smési H,O:acetonitril (1:4, v:v).
Z tohoto roztoku byly pipetovanim pfipraveny roztoky o riznych koncentracich a

sestavena kalibra¢ni kiivka.
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V 800 pl HyO byly rozpuStény 2 mg nosic¢e s inkorporovanou stanovovanou latkou a
k tomuto roztoku bylo ptidano 3 200 pl acetonirilu a roztok byl dikladné promichan a

prefiltrovan pies nylonovy filtr (0,22 um).

Roztoky byly méfeny v rozmezi vinovych délek 400—200 nm na pfistroji Varian Cary 100
(resveratrol, pyren) nebo pomoci Waters HPLC Alliance 2695 s PDA detektorem 2998 za
pouziti kolony Luna 5 pm C18(2) 100A (150 x 4,6 mm). Jako mobilni faze byla pouzita
0,1% kyselina mraven¢i v H,O (A) a acetonitril (B) s prittokem 1 mg-cm 3. Gradient: 20 %
AJ0 min, 0 % A/6 min, 0 % A/27 min, 20 % A/28 min, 20 % A/30 min. Teplota na kolon¢
byla 40 °C. Fenyl-salicylat byl detekovan pii 309 nm, DL-a-tokoferol pii 292 nm.
V ptipad¢ stanoveni vazebné kapacity klotrimazolu s DL-o-tokoferolem byla pouzita
kolona Waters Spherisorb C6 5 um (150 x 4,6 mm) se slozenim mobilni faze 0,5%
trifluoroctova kyselina v H,O (A) a acetonitril (B) a pritokem 1 mg-cm > s isokratickou
eluci 25 % A : 75 % B. Délka analyzy byla 8 minut. Teplota na koloné byla 35 °C.

Klotrimazol byl detekovan pii 265 nm, DL-a-tokoferol pti 292 nm.

Obsah inkorporovaného retinyl-palmitatu byl stanoven pomoci UPCC chromatografie
Waters se zpétnym regulatorem tlaku 1600 psi a pratokem 2,0 mg-cm_?’, s kolonou Waters
Acquity UPC? Torus 2-PIC, 1,7 um a gradientem 2%-9% MeOH v CO,. Retinyl-palmitat
byl detekovan pii 327 nm.

5.18. Nuklearni magneticka rezonance (NMR)
Spektra NMR byla namé&fena na piistroji BRUKER Avance ™ 111 500 s pracovni frekvenci

500 MHz (*H NMR)/125 MHz (**C NMR) nebo na spektrometru BRUKER AM-300 pfi
frekvenci 300 MHz (*H) a 75,5 MHz (*3C).

Pokud byly vzorky rozpustény v D,O, byl jako vnitini standard pouzita sodna sul
3-(trimethylsilyl)propionové-2,2,3,3-ds  kyseliny. ~ Probihala-li ~ méfeni v jinych

rozpoustédlech, bylo jako inertni standart pouzivano rozpoustédlo.

Vzorky na NMR byly pfipraveny rozpuSténim 8-10 mg latky v 800 pl vhodného
deuterovaného rozpoustédla nebo jejich smési (D,O, CDCl;, DMSO-dg, IPA-dsg,

acetonitril-ds).
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5.19. Stanoveni velikosti micel a {-potencialu micel
Pfipravené nosi¢e byly rozpustény v H,O a byly tak piipraveny roztoky o koncentraci 1

mg-cm >, Tyto roztoky byly méfeny na pristroji Zetasizer Nano-ZS (633 nm He-Ne laser).

5.20. SEC-MALLS (size exclusion chromatography-multi-angle laser light

scattering)
Ptipravené derivaty HA a aromatickych karboxylovych kyselin byly rozpustény ve

vodném roztoku o slozeni 0,1 M NaH,PO4-2H,0, 0,05% NaNs3-H,O tak, aby byly
pfipraveny roztoky o koncentraci 15 mg-cm > a méfeny pomoci chromatografického
systému od Wyatt Technology Corporation (Agilent deggaser Model G 1379A, Agilent
HPLC pumpa Model G 1310A, Rheodyne ru¢ni injektor Model 7125i, Ultrahydrogel
linearni kolona 7,8 mm, chromatograficky detektor, Viscostar diferen¢ni viskozimetr,

Optilab rEX diferen¢ni difraktometr).

5.21. Test Zivotaschopnosti bunék v pritomnosti roztokii pripravenych
derivati HA a aromatickych karboxylovych kyselin

Biokompatibilita ptipravenych derivatt HA a aromatickych karboxylovych kyselin byla
testovana na bunééné linii Swiss 3T3. Roztok testovaného derivatu (0,1;hm./0bj.%) byl
rozmichan v kompletnim kultiva¢nim mediu a michan ptes noc. Poté byl roztok filtrovan
ptes sterilni filtraéni zafizeni (0,22 pm), vytvarejici konecné koncentrace vzorku (1; 0,5 a
0,1 mg-em ). Ti tisice bundk Swiss 3T3 bylo nasazeno na jamku 96-ti jamkovych
testovacich desti¢ek. Bunky byly péstovany po dobu 24 hodin pted pfidanim testovanych
roztokd. Zivotaschopnost bunék byla méfena 0, 24, 48, 72 hodin po oSetieni pomoci
testus 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium-bromidem (MTT) a to tak, ze
20 pl zasobniho roztoku MTT (5 mg-cm_?’) bylo pfidano do 200 pl media bunééné kultury
v kazdé jamce. Desticky byly inkubovany pti 37 °C v inkubatoru bunéénych kultur po 2,5
h. MTT roztok byl odstranén a bylo pfidano 220 pl lyza¢niho roztoku. Buiky byly
lyzovany po dobu 30 min pii pokojové teploté na orbitalni tfepacce a opticka hustota byla
méfena pomoci Microplate reader VERSAmax pfi vlnové délce 570 nm. Experimentalni
provedeni bylo doplnéno sadou kontrolnich bunék péstovanych v bézném mediu bez
oSetteni a slepymi vzorky. MTT test byl vyuzit k ziskani zdkladnich informaci o buné¢ném
metabolismu a proliferaci. Test Zivotaschopnosti bunék byl opakovan minimaln¢ tfikrat a
z téchto vysledkt byl vypocitan primér. Do grafu byly vysledky uvedeny v procentech,

srovnany s kontrolou a byla uvedena smérodatna odchylka priméra (SEMs).
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5.22. GC-MS analyzy

Pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu reakénich smési byl pouzit plynovy chromatograf
s kvadrupdlovym hmotnostnim detektorem Shimadzu GC-MS QP2010, kolona Supelco
SLB-5ms 30m x 0,25mm % 0,2 pm. Teplotni program: 100 °C/5 min; 25 °C/ min; 250 °C.
Teplota nasttiku 250 °C. Nosny plyn: He. Iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV.
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6. Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno vyse, cilem této prace bylo pfipravit ,,aromatické*
nosi¢ové systémy pro 1é¢iva, jejichz molekuly obsahuji aromatické kruhy. Tento vyzkum
zahrnuje mnoho krokli (prizkum literatury, navrzeni vhodnych aromatickych
karboxylovych kyselin, modifikace HA, pfiprava nosiCovych systému, charakterizace
veskerych modifika¢nich ¢inidel, derivati HA, micel atd.) a jednotlivé navrzené nosicové
systémy musi podstoupit mnohé zkousky a splnit riizné parametry (zjiSténi cytotoxicity,
stanoveni stability v pfitomnosti albuminu, zjiSténi kritické asociacni koncentrace,

velikosti micel atd.).

Diskuzni ¢ast této prace je roz¢lenéna na ¢ast zabyvajici se piipravou aromatickych kyselin
a jejich nasledné napojeni na HA. V této ¢asti jsou shrnuty a diskutovany postupy vedouci
K piipravé veskerych derivatd, tedy jak aromatickych karboxylovych kyselin, tak derivati

HA vcetné rozboru a vysvétleni problému, které bylo nutné béhem syntéz fesit.

V druhé casti této kapitoly jsou rozebrany vysledky meéfeni vlastnosti pfipravenych
derivati HA a micel z nich pfipravenych. Béhem studia jednotlivych vlastnosti nosi¢ovych
systému byly zjistény nékteré informace, které vedly k vylouceni né€kterych nosi¢ovych
systétml z dal§itho vyzkumu. Tyto skutecnosti jsou v textu komentovany a dal$i sady

experimentalnich dat jsou z tohoto diivodu o vyfazené systémy chudsi.

6.1. Modifikace HA aromatickymi modifika¢nimi ¢inidly

6.1.1.0becny chemismus modifika¢ni reakce

Podstatou esterifikacni reakce je tvorba esterové vazby mezi hydroxylovou a karboxylovou
skupinou. V tomto ptipadé hydroxylové skupiny pochazeji z HA. Nejpravdépodobnéji
reaguje primarni hydroxyl N-acetylglukosaminu z dtivodu mensiho sterického branéni.
Karboxylovd skupina pii této reakci pochézi zaromatické kyseliny pouzivané
k modifikaci. Hydroxylové skupiny HA byly vybrany proto, Ze pfi jejich modifikaci mize
byt HA pouzivan v pfirodni podobé. Modifika¢ni cinidlo tak neblokuje terapeuticky
vyznamné Karboxylové skupiny, a tim zaroven zachovava rozpustnost HA ve vodném
prostfedi. Ptiprava esteri HA zahrnuje dva kroky. Prvnim z nich je aktivacni reakce
uvazované karboxylové kyseliny (Schéma 9A). V tomto kroku je pfipravena reaktivni
forma aromatické karboxylové kyseliny, tedy smésny anhydrid uvazované kyseliny a
aktivatoru, jimz je zde chlorid kyseliny benzoové. Tento krok probiha reakci aromatické

karboxylové kyseliny a aktivatoru ve vhodném, svodou misitelném organickém
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rozpoustédle, s pridavkem baze. Vznikly smésny anhydrid se zpravidla neizoluje, ale je
ihned v druhém kroku pouzit k reakci s HA ve smési vody a organického rozpoustédla
(stejného jako v aktiva¢nim kroku), baze a katalyzatoru (Schéma 9B). V tomto roztoku pak
dochazi k vytvareni esterové vazby mezi karboxylovou skupinou modifika¢niho ¢inidla a

hydroxylovou skupinou HA.

o 0o 0o
(0] 2 )k
cl baze R o
A) R + _ .
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O%
_Na Na*
o o) o OH o~ o)
X ; ;
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B R o O Ho baze O Ho
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OH NH N katalyzator OH NH N
}\ )\
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H,O/rozpoustédio

Schéma 9: Aktivacni krok (A) a samotna modifikace hyaluronanu (B).

Misto benzoylchloridu muze byt pouzit také 2,4,6-trichlorbenzoylchlorid (YYamaguchi

reagent), ale ten vykazuje nizsi efektivitu®®®

Jako organické rozpoustédlo byl Vv experimentech popsanych v této praci nejéastéji
pouzivan IPA, v n&kterych piipadech tetrahydrofuran. Methanol byl vyloucen kvili své
toxické povaze a ethanol kvuli cené. Tetrahydrofuran je pouzivan méné ¢asto z diivodu
mozné tvorby vybusnych peroxidl, coz by mohlo byt nebezpecné pii scale-up reakei. THF
je také podeziely karcinogen. Byl vSak vyzkouSen zejména s ohledem na mozné ovlivnéni
charakteristik (zejména DS) pfipravovanych derivatl. Testovan byl hlavné v piipadé reakci

s aromatickymi Kyselinami, které poskytovaly s HA derivaty s nizkym DS.

Ve druhém reakcénim kroku je roztok smésného anhydridu pridan k roztoku HA ve smési
vody, organického rozpoustédla, baze a katalyzatoru. Jako katalyzator se vyuziva
4-dimethylaminopyridin  (DMAP). Mechanismus u¢inku katalyzatoru je znazornén
ve Schématu 10. Katalyzator DMAP je cinidlo zajiStujici pfenos acylovych skupin a
reaguje regioselektivné na stericky méné branéné stran¢ karbonylu. Tento katalyzator je
silngj8i nukleofil nez kyslikové atomy hydroxylovych skupin HA a zaroven dobfie
odstupujici skupina, coz umoziuje rychlou reakci s hydroxylovymi skupinami HA.
Bohuzel je DMAP tazen mezi vysoce toxické latky (A+). Ale jelikoz je rozpustny jak ve

vode, tak v IPA, dochazi k jeho Uplnému odstranéni béhem zpracovani reakéni smési.
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Vedlejsi produkt reakce (kyselina benzoovd) je stejné jako DMAP, nezreagovana

aromaticka kyselina a baze odstranén béhem promyvani srazeniny produktu.
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Schéma 10: Mechanismus u¢inku 4-dimethylaminopyridinu.

Po uplynuti reakéni doby je modifikovany HA zreakéni smési ziskan vysrazenim a
sedimentuje na dno kadinky/nadoby. Srazenina se s rozpoustédlem fadné promicha
(pomoci turaxu), sraZzenina se necha opét sedimentovat a supernatant se odlije. Tento
postup se opakuje tak, aby byla srazenina promyta alesponn ctyfikrat smési IPA:H,O
(odstranéni NaCl, DMAP, baze, popt. dalSich ve vod¢ rozpustnych vedlejsich produkti) a
ctyfikrat IPA (odstranéni vody, popfipad€é dosud neodstranéné baze, DMAP ¢i ve vodé

nerozpustnych latek).

6.1.2.Vybér a zdiivodnéni struktury modifikacnich ¢inidel
Jako vhodné lipofilni substituenty byly vybrany organické karboxylové kyseliny obsahujici

ve své molekule aromatické jadro (Obrazek 26). Jako prvni byla vybrana 4-fenylmaselna
kyselina (4C) kvuli dobré dostupnosti, manipulovatelnosti a cené. Na zaklad¢ sledovani
parametri micel pfipravenych z derivati HA a 4-fenylmaselné kyseliny byly déle vybrany
6-fenylhexanova (6C), 8-fenyloktanova (8C) a 11-tolylundekanova kyselina (11C)
(obecné m-fenylmastné kyseliny) s cilem porovnat vlastnosti micel pfipravenych z derivati
HA a téchto kyselin. Jako dal§i sada aromatickych kyselin byla pouZita série
vybrany Fmoc-6-Ahx-OH, 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova kyselina (karb) a
DL-a-tokoferyl-sukcinat (TOSU). VSechny tyto vybrané kyseliny obsahuji aromaticky kruh
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a lze u nich tedy predpokladat moznost tvorby 7w interakci mezi témito acylovymi
zbytky tvoticimi jadro polymerni micely a inkorporovanou aromatickou modelovou latkou.

Tyto interakce by mohly vést ke zlepsSeni vlastnosti micel s inkorporovanym aromatickym

lé¢ivem.
0] (0]
4C OH 8C OH
(@]
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6C OH 11C OH
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Obrazek 26: Aromatické mastné kyseliny pouzité k modifikaci HA.
4-Fenylmaselna kyselina byla vybrana jako pilotni modifikac¢ni latka pro pfipravu esterti
HA s o-fenylmastnymi kyselinami. Tato o-fenylmastna kyselina byla vybrana z diivodu
dobré komerc¢ni dostupnosti a piihodné ceny (25 g cca 1000 K¢, Sigma-Aldrich). Mimo to
se stouto latkou snadno manipuluje diky jejimu pevnému skupenstvi pii laboratorni
teploté. 6-Fenylhexanova a 8-fenyloktanova kyselina jsou viskdzni oleje s pomérné
vysokou pofizovaci cenou, komeréné htife dostupné a zejména v ptripadé¢ 8-fenyloktanové
kyseliny s dlouhou dodaci lhGtou, coz pusobilo V laboratornim méfitku problém

s planovanim reakci S ohledem na nejistou spotiebu této latky (opakovani reakci, reakce
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s jinymi ekvivalenty 8-fenyloktanové kyseliny vi¢i HA na zékladé vysledkd piedchozich

reakci).

Ackoliv by se dalo ptedpokladat, ze kyseliny se sudym poctem atomu v fetézci budou
cenove dostupnéjsi, opak je pravdou, a proto byla jako nejvhodnéjsi vychozi latka s vySSim

poctem uhlikovych atomu v fetézci vybrana 11-bromundekanova kyselina.

Z této latky pak bylo vyrobeno aromatické modifikacni ¢inidlo nésledujicim zptsobem.
11-Bromundekanova kyselina byla pomoci Fisherovy esterifikace pfevedena na methyl
ester, ktery poté poslouzil jako alkylacni ¢inidlo pfi Friedelové-Craftsoveé alkylaci toluenu
(Schéma 11). Methyl-11-bromundekanoat je sice komeréné dostupné ¢inidlo, ale jeho
pfiprava z 11-bromundekanové kyseliny je levnéj$i a neni Casov€ naro¢na. Navic bylo
zjisténo, ze komeréni methyl-11-bromundekanoat vykazuje stejné chovani pii alkylaci
toluenu jako nami pfipraveny preparat. Proto jsme pro pfipravu aromatického

modifika¢niho ¢inidla pouzivali bromester vlastni vyroby.
OH

o—
o e ) o o
W /\(\/)JJ\ toluen, AICI, Ly 1) 10% NaOH v MeOH Y
T ~ 1 !
Br 9 OH MeOH Br 9 (o) 1) 4°C, 15 min T10 = 2) HCI, H,0 T10 =

reflux

2)60°C,2h

Schéma 11: Sled reakénich krokt vedoucich k ptiprave aromatické karboxylové kyseliny odvozené
od toluenu.

Esterifika¢ni reakce reakce bézi v kyselém prostiedi, a jako zdroj protonti je mozné pouzit

154 - . 1
> nebo kyselinu sirovou'*®

kyselinu 4-toluensulfonovou (PTS) VvV riznych molarnich
pomérech vi¢i vychozi 11-bromundekanové kyseling. V pivodni literatuie™* byl pouzit
vyrazny piebytek kyseliny 4-toluensulfonové a to 5 ekv. PTS wvici 1 ekv.
11-bromundekanové kyseliny. Z divodu snizeni spotieby kyselého katalyzatoru (cena,
ekologické aspekty) byl v dalSich reakcich vyzkousen nizsi ptebytek (2 a 1,1 ekv.)
kyseliny 4-toluensulfonové. Jako nejvhodnéjsi se ukazal molarni pomér 2 ekv. PTS vici 1
ekv. 11-bromundekanové kyseliny. Cistota produkti v piipadé pouziti H,SO4 i PTS byla
srovnatelnd. Proto byla pro dal$i reakce pouzivana H,SO4. Kvalita produktu byla

sledovana pomoci 'H NMR.

Ptipraveny methyl-11-bromundekanoat byl v dalSim kroku pouZit pro Friedelovu—
Craftsovu alkylaci toluenu. Nejprve byl vyzkousen postup prevzaty z literatury.*® Tato

syntéza zahrnovala rozsuspendovani AICl; Vv bezvodém toluenu a ochlazeni na 4 °C.
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Pti této teploté bylo pomalu ptfidano alkyla¢ni ¢inidlo a po zahtéti na pozadovanou teplotu
byla reakéni smés michana 4 h, kdy byla ukoncena nafedénim vodou. Piestoze autofi
origindlniho postupu neuvadi zadné obtize pii reakci ani pfi separaci produktu a dosahli
vytézku 57 %, v naSem piipad¢ byla po zpracovani reakéni smési izolovana pouze vychozi
latka. Proto byl experiment opakovan za jinych podminek. Jednak byl zvySen piebytek
AICl; (z 1,2 ekv. na 1,5 ekv.) a reak¢ni smés byla zahfivana na cca 60 °C po dobu 4 h. V
tomto ptipad¢ jsme jiz pozorovali tvorbu alkylovaného toluenu. Doba zahtivani byla
v dalsi reakci sniZzena na 2 h, pficem tato zména neméla vliv na vytézek reakce. Navazani
methyl-11-bromundekanoatu bylo potvrzeno pomoci 'H NMR spektroskopie. P¥itomnost
nezreagovaného vychoziho methyl-11-bromundekanoatu byla v 'H NMR spektru
indikovana signalem vodiktt CH; skupiny v poloze 11 (vedle atomu Br) alkylového fetézce
(6=3,41 ppm), ktery byl diky siln¢ elektronegativnimu bromu vyrazné odstinén (viz
Ptiloha 1). Kdezto v pfipad¢ navazani methyl-undekanoatu na toluen doslo k nédhrad¢ silné
elektronegativniho atomu bromu za atom uhliku a signal se posunul k vyrazné niz§im

hodnotam ppm (spektrum viz Piiloha 2).

Porovnani integralnich intenzit pikti pfisluSejicich vodikiim chranici methoxyskupiny a
signali  vodikti benzenového jadra vSak ukazalo, Ze nedochazelo pouze Kk tvorbé
monosubstituovaného produktu (tedy substituci do jedné polohy 0— nebo p— vii¢i methylu
toluenu), ale v malé mife dochazi i tvorbé vice substituovaného produktu. Pokud by doslo
k navazani jedné molekuly alkyla¢niho ¢inidla na jednu molekulu toluenu, byl by pomér
pikt 6=7,18-7,01 ppm a 6=3,68 ppm 4:3. Integralni hodnota pikili v ,,aromatické* oblasti je
vSak nizsi (ptiblizné 3,6:3). Pravdépodobné dochdzi v malé mifte i k substituci do 0—a p—
polohy soucasné. Ze sterickych divodi je malo pravdépodobné, Ze by jadro bylo
substituované v obou 0— polohach. Vicesubstituovany produkt by mohl zplsobovat
sitovani fetézcli HA. Bylo by obtizné zjistitelné, do jaké miry dochazi k sitovani, protoZe
zdaleka ne vSechny karboxylové skupiny mastnych kyseliny jsou ve vysledku navazany
na hydroxyly HA. Toto sitovani by mohlo zptsobit naptiklad problém s rozpustnosti ¢i
pfi inkorporaci 1é¢ivych latek. Vzhledem Kk nahodnosti, mize byt mira sitovani odlisna
Vv zavislosti na Sarzi, mohly by se také mirné liSit i vlastnosti derivati HA a z nich

pfipravenych micel.

Jednou z alternativnich moZnosti ziskani vhodného aromatického modifikaé¢niho &inidla

byla alkylace benzenu. PtestoZze je v literatufe piiprava monosubstituovaného benzenu

157-159

pomoci Friedelovy—Craftsovy alkylace popsana, nam se monosubstituovany
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benzenovy derivat takto pfipravit nepodaiilo. Protoze jsme vzdy pozorovali bud’ alkylaci
do vyssiho stupné, nebo k naopak k tvorbé produktu viibec nedochazelo, vyhodnotili jsme
tuto reakci jako obtizné fiditelnou. Podminky reakci a vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1.
Prvni reakce byla provedena podle vysSe citovaného publikovaného postupu. U dalSich
reakci byly pozménény jednotlivé parametry (doba a teplota reakce, pomér methyl-11-
bromundekanoatu a AICl3). Kvili rychlému prabéhu nebyly reakce sledovany naptiklad
pomoci GC-MS ale byly zpracovany po ub¢hnuti pfedem urcené¢ho cCasu. Analyzy
zpracovanych reak¢nich smési ukézaly jen ptitomnost vychozi latky (k reakci vibec
nedoslo; v ptipadech 3, 4 a 5) nebo smés velkého mnozstvi produktii (1, 2, 6 a 7) zahrnujici
vicesubstituovany benzen. Podminky reakei byly pfili§ radikalni, a proto byl pro reakce 3,
4 a 5 pouzit niz§i pomér methyl-11-bromundekanoitu a AICl3 a mirngj$i podminky
(teplota, ¢as). Tyto podminky byly ale nedostate¢né pro prob&hnuti reakce. V dalSich
reakcich (6 a 7) byly vSechny parametry mirné zvySeny, ale ani v tomto piipadé nebyl

ziskan pozadovany produkt.

Tabulka 1: Podminky a vysledky alkylace benzenu.

m-11-b*:AlClI3[n:n] T [°C] t [min] Vysledek
1 1:3,7 60 240 smes
2 1:15 40 120 smes
3 1:1,2 rt 30 VL
4 1:1,2 rt 120 VL
5 1:1,2 40 30 VL
6 1:15 40 15 smes
7 1:1,5 rt 24 smes

*m-11-b...methyl-11-bromundekanoat

O finalni aplikaci téchto (benzenovych) derivati HA jsme z diivodu rizika kontaminace
karcinogennim benzenem neuvazovali, chtéli jsme jej pouzit pro srovnani vlastnosti tohoto
HA derivatu a derivatu ziskaného modifikaci HA 11-tolylundekanovou kyselinou. Benzen
je potvrzeny lidsky karcinogen, a je-li to mozné, je vhodné se vyhnout jeho pouzivani
(nejen) pii medicinskych aplikacich. Pokud by bylo zjiSténo, Ze vlastnosti téchto dvou typt
derivatl a jejich micel jsou odpovidajici, byl by nadale pouzivan derivat z HA a 11-

tolylundekanové kyseliny.
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Po neuspéchu Friedelovy—Craftsovy alkylace benzenu byla vyzkouSena moznost zavést
termindlni fenylovy substituent do struktury mastné kyseliny pomoci Wittigovy reakce.
Vychozi latkou byl opét methyl-11-bromundekanoat, ktery byl pfeveden na Wittigovu stl
reakci s trifenylfosfanem. V dal$im reak¢énim kroku mélo dojit k samotné Wittigové reakci
pripravené soli s benzaldehydem. Vznikla dvojna vazba méla byt hydrogenovana pomoci
vodiku na Raneyové niklu v EtOH ¢i jiném vhodném rozpoustédle. V poslednim kroku
méla byt pak odstranéna chranici skupina a znovu vytvofena karboxylova skupina
nezbytna pro vlastni modifikaci hydroxylovych skupin HA. Sled zamyslenych reakci je

uveden na Schématu 12.

MeOH Br 9 O 5T
reflux

o} o o
P Br X
Br 9 “OH : P s Yo
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OH 1) OH/MeOH H Ra-Ni
2) HCI, H,0 TEon

Schéma 12: Navrzeny postup vedouci k piipravé 12-fenyldodekanové kyseliny.

Pro ptipravu Wittigovy soli z methyl-11-bromundekanoatu a trifenylfosfanu byla dilezita
volba vhodného rozpoustédla. Nejprve byl vyzkouSen toluen.’® V tomto rozpoustédle
vSak, patrné pro nizkou polaritu, nedochdzelo ke konverzi vychozich latek. Svou roli
pravdépodobné sehrava i nizka reaktivita methyl-11-bromundekanoatu, nebot’ piiprava
Wittigovych soli v toluenu je popseina.160 V dal$ich reakcich jsme se rozhodli vyzkousSet
polarngjsi prostiedi, acetonitril'®* a N,N-dimethylformamid.'®® Reaké&ni doba byla v obou
ptipadech relativné dlouha (pfiblizné€ 45 h). Protoze vysoce polarni Wittigovu sil nelze
stanovit pomoci GC-MS a nukledrni magnetickou rezonanci Ustav chemie dosud
nedisponuje, bylo mozné sledovat priibéh reakce jen pomoci TLC sledovanim ubytku

PhsP, a az zpracovany produkt byl podroben "H NMR analyze.

Ziskand Wittigova sill byla podrobena reakci s benzaldehydem za rliznych podminek.
Nejprve byla reakce provedena v DMF za pritomnosti K,COj3 jako béze,*® ale ani po 27 h

zahtivani nebyl pozorovan vznik produktu. V dalsim ptipadé byl jako rozpoustédlo pouzit
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IPA a jako baze LiIOH.'® V tomto piipads byla reakéni smés refluxovana 42 h, aviak také
bez sp&chu. Ani pouziti NaH jako baze a DMSO jako rozpoustédla'® pii teploté cca 70
°C pod inertni atmosférou nevedlo po 20 h k tvorbé detekovatelného mnozstvi produktu.
Produkt nevznikl bohuzel ani tehdy, byla-li Wittigova sl rozsuspendovana ve vodé
v prostiedi NaOH, ptidan benzaldehyd a vznikla smés zahtivana na cca 70 °C po dobu 22
h. Ve vsech ptipadech byla v reakéni smési detekovana jen piitomnost vychozich latek.
Dtivodem muze byt nizka reaktivita Wittigovy soli piipravené

z methyl-11-bromundekanoatu.

Posledni vyzkouSend moznost zavedeni fenylu do struktury mastné kyseliny byla
Grognardova reakce. Grignardovo ¢inidlo (fenylmagnesiumbromid) a
tetramethylethylendiamin (TMEDA) byly pfidany do roztoku methyl-11-bromundekanoatu
a FeCl3.*® Reakéni ¢inidlo TMEDA zde hraje dilezitou roli, nebot’ potlacuje nezadouci
vedlejsi reakce, jako naptiklad tvorbu olefind. Produktem prvni reakce byl nazloutly ole;j,
ktery obsahoval zejména vychozi methylester a pravdépodobné malé mnozstvi produktu
(uréeno dle "H NMR, jednotlivé komponenty nebyly separovany). Z divodu p¥itomnosti
velkého mnozstvi vychozi latky v produktu byl zménén pomér reakénich Cinidel, ale dle
GC-MS analyzy bylo ve zpracované reakéni smési pfitomno 63 % bifenylu a dalsi vedlejsi

produkty. PoZadovany produkt nebyl pozorovan.

Jako jedina moznost piipravy -fenylalkanové kyseliny s délkou fetézce 11 nebo 12
uhlikovych atomu se tedy ukazala Friedelova-Craftsova alkylace toluenu. Ostatni pokusy
0 pfipravu této kyseliny selhaly. Problémem Friedelovy-Craftsovy alkylace je obsah
vicesubstituovaného derivatu v produktu, ktery miize zplsobovat sitovani derivatu HA.
Toto sitovani by mohlo zplsobit napiiklad problém s rozpustnosti a nasledné 1
pfi inkorporaci lé¢ivych latek. Nicmén€ derivaty 1 micely pfipravené z HA

modifikovaného touto kyselinou se projevily jako zcela funk¢ni.

Po tspé$né piipravé derivati HA s o-fenylmastnymi kyselinami, vyvstala otazka, zda

wevr

(a poptipadé do jaké miry) vlastnosti micel z tohoto derivatu pfipravenych.

Jako skelet vhodny z hlediska ceny, dostupnosti ¢i naro¢nosti navazani
na methyl-11-bromundekanoat byl vybran karbazol (Obrazek 27), coz je heterocyklus

tvofeny tfemi kondenzovanymi kruhy a obsahujici dusikovy atom. Karbazolovy
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heterocyklus je souCasti mnoha pfirodnich biologicky aktivnich latek majicich

kancerostatické, antibakterialni, antifungalni, protizanétlivé &i sedativni vlastnosti.*®

Obrazek 27: Struktura karbazolu.

Kyselina 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova byla pfipravena tiikrokovou syntézou.
V prvnim kroku byl pfipraven methyl-11-bromundekanoat a ten byl pouzit pro alkylaci
karbazolu v bazickém prostiedi a nasledné byla odstranéna chranici skupiny z karboxylové
skupiny. Alkylace karbazolu byla jiz popsana v literatufe a piipravu jsme zopakovali
stejnym postupem.’® Literarni postup zahrnoval refluxovani heterogenni smési obsahujici
K,COs3, karbazol a methyl-11-bromundekanoat v acetonitrilu po dobu tii dnd.
Pti provadéni reakce timto postupem Se po cca 28 h zahiivani na TLC kromé karbazolu a
(pravdépodobné) pozadovaného produktu zacinala objevovat dalsi skvrna indukujici
tvorbu nezadouciho produktu. Reakce byla proto ukontena. ‘H NMR spektroskopie
surového  produktu  potvrdila  pfitomnost  vychozich  latek, poZadovaného
methyl-11-(9H-karbazol-9-yl)undekanoatu a vedlejs§iho produktu, jehoz strukturu se
nepodafilo ur€it. Porovnanim integralnich intenzit produktu a vychozich latek bylo
zjisténo, Ze pozadovany produkt vznikl jen ve velmi malém mnozstvi (zhruba v poméru
0,2:1 kvychozimu methyl-11-bromundekanoatu). Prodlouzeni reakéni doby by sice
pravdépodobné vedlo ke vzniku vétsiho mnozstvi
methyl-11-(9H-karbazol-9-yl)undekanoatu, ale také by pravdépodobné vznikalo vétsi
mnozstvi nezadouciho produktu. Protoze byla reakce provadéna za refluxu rozpoustédla,
neni mozné zvysit teplotu varu, a tudiz byl vyzkousSen jiny postup. Ten zahrnoval DMSO
jako rozpoustédlo a NaOH jako bazi (Schéma 13).167 Takhle reakce jiz probéhla
s uspokojivym vysledkem. Podle 'H NMR analyzy doslo sice k tvorbé pozadovaného
produktu, ale za podminek reakce doslo k ¢astenému odstranéni chranici karboxylové
skupiny. ProdlouZenim reakéni doby (o 6 h) k uplnému odchranéni karboxylové skupiny
nedoslo. To ovSem neptedstavovalo velky problém, protoze tfetim krokem postupu byla

prave hydrolyza esteru.
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! o 1) DMSO, NaOH M
NH 4+ YVM SRR
2 He

; M 1) MeOH, NaoH ; W/\)\

Schéma 13: Postup piipravy 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny.

Dalsi skupinou modifika¢nich cinidel byla série 4-alkoxybenzoovych kyselin. Byly
zvoleny kyseliny substituované na kyslikovém atomu hydroxylové skupiny dlouhymi
alkylovymi fetézci C8, C10, C12, C14 a C16. VSechny tyto derivaty byly pfipraveny nize
popsanym postupem a poté pouzity pro modifikaci HA.

Jako vychozi latka byl pouzit methyl-4-hydroxybenzoat. Substituce vodikového atomu

hydroxylové skupiny uspé$né¢ probchla za bezvodych bazickych podminek (DMF a

168

K2CO3) pod inertni atmosférou (Schéma 14).” Naproti tomu postup zahrnujici pouZziti

10% K,COj3 jako baze v DMSO a michéni pfi laboratorni teplot¢ po dobu 4 h nevedl

k tvorb& pozadovaného produktu.®

Vyse uvedeny uspesny postup byl pouZit pro ptipravu
celé série n-alkoxybenzoovych kyselin. Hydrolyza esteru probchla béhem zahtivani
methylesteru v bazickém prostiedi (KOH v EtOH).'"® Pozadované kyseliny byly z roztoku
ziskany ptevedenim pH do kyselé oblasti a odfiltrovanim vysrazeného produktu ze smési.
Timto postupem doslo k uvolnéni karboxylové funkce, diky které byly pfipravené derivaty
posléze vazany na hydroxylové skupiny HA. Tyto reakce prob&hly bez problémi stejné
jako zpracovani produktd. Za jinych podminek, napiiklad NaOH v MeOH po dobu 45 h

¥ 172

'™ nebo NaOH v dioxanu po dobu 20 h pii laboratorni teplots,’? sice

pfi laboratorni teploté
vznikal Zadany produkt, ale v pomé&rné malém mnozstvi. Pomér vychozi latka:produkt byl

zhruba 1,5:0,5.

o o)
0 n-alkylbromid C8, C10, C12, C14,C16 (@]
 —
HO DMF, K,CO, N, /\/\W o
60 °C, 14 h

x=1,3,5,7nebo 9

Schéma 14: Postup piipravy 4-alkoxybenzoatu.
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6.1.3.0ptimalizace reakénich podminek
Dilezité ¢inidlo podilejici se na zdarném pribéhu reakce predstavuje baze. K vyzkouSeni

byly vybrany tyto baze: triethylamin (TEA), N,N’-diisopropylethylamin (DIPEA),
N-methylimidazol (NMI), 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan (DABCO) a 1-methyl-2-pyrrolidon
(NMP) (Obrazek 28). Tyto baze jsou pouzivany pii modifikacich polysacharidi. S kazdou
bazi byla reakce provedena tiikrat a vysledky (stupenn substituce — DS, Cistota produktu
podle 'H NMR) byly porovnany. Podminky reakce v&etn& molarnich pomért &inidel byly
zachovany pii vSech reakcich. VSechny reakce byly provadény s HA o molekulové
hmotnosti 6 kDa kvuli velmi dobré rozpustnosti a tudiz snadné charakterizovatelnosti

pfipravenych derivati.

Reakce HA a smésného anhydridu odvozeného od aromatické karboxylové kyseliny,
nebyly dosud popsany. Bylo proto nutné optimalizovat reakéni podminky a zejména vybrat
nejvhodnéjsi organickou bézi. Reakce skazdou bazi byly vzdy za danych podminek
provedeny tiikrat pro zjiSténi reprodukovatelnosti. Ostatni podminky (doba reakce,
reaktanty a jejich navazky a ekvivalenty, zpracovani) byly shodné pro reakce se vSemi
bazemi, aby vysledky mohly byt vzajemné porovnany. Jako modifikac¢ni ¢inidlo pfi téchto
optimalizacich byla pouZita 4-fenylméselna kyselina. Uspé&$nost reakce byla hodnocena
zejména na zaklad€¢ dvou parametri a to podle stupné substituce HA poZadovanym
zbytkem kyseliny (DS) a &istoté produktu (Tabulka 2), ktera byla hodnocena pomoci ‘H
NMR spekter.

~ v G © O

TEA DIPEA NMiI DABCO NMP

Obrazek 28: Baze pouzité pro katalyzu modifikacni reakce.
Derivat HA s nejvyssim DS byl ziskan pii pouziti TEA. *H NMR spektrum produktu této
reakce vsak vzdy ukazalo ptitomnost zbytkového TEA. Dodate¢nym rozpusténim derivatu
HA ve vod¢ a opakovanym promytim sice doslo k odstranéni vSech detekovatelnych stop
TEA, ale tento krok zvySuje ¢asovou a finanéni naro¢nost ptipravy téchto derivata.
Z tohoto divodu byl jako nejvhodnéjsi baze vybran DIPEA. Reakce s touto bazi poskytuje
derivat se sice néco niz$im stupném substituce, ale baze je bez problému odstranéna jiz

béhem bézného zpracovani.
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Tabulka 2: Vysledky modifika¢nich reakci za pouziti riznych bazi.

Pouzita baze 4C:HA[Nn:n] DS [%] Cistota*  Vytdzek [%]

TEA 2:1 39 ne 88
DIPEA 2:1 34 ano 85
NMI 2:1 0 ano --
DABCO 2:1 7 ano 87
NMP 2:1 0 ano --

*piitomnost zbytkl baze apod.

6.1.4. Modifikace HA w-fenylmastnymi kyselinami

Neni-li uvedeno jinak, byly v§echny modifika¢ni reakce provedeny tiikrat a vysledny DS
byl ziskan jako pramér tfi hodnot. Baseline spektra byla vzdy korigovana. Pro vypocet DS
derivatt HA byly pouzity piky anomernich vodiki a vodikii acetylové skupiny
N-acetylglukosaminu HA a piky alifatickych ¢asti aromatickych substituentii. Podminky a
vysledky modifika¢nich reakci HA a 4-fenylmaselné kyseliny jsou uvedeny v Tabulce 3 a
4.

wevr

vyuziva pro tizeni DS, je molarni pomér hyaluronanu (resp. jedné disacharidové jednotky)
a modifikac¢niho ¢inidla. Postupem uvedenym vySe byla pfipravena série derivatl s riznym

DS v zavislosti na vstupnim molarnim poméru HA a modifikaéniho ¢inidla.

Tabulka 3: Podminky a vysledky modifika¢nich reakci HA pomoci 4-fenylmaselné kyseliny

S pouzitim baze DIPEA.
MyHA Vychozi mnozstvi Vytézek
4C:HA [n:n] Baze DS [%]

[kDa] HA [g] [%]
1 2:1 6 0,5 32 85
2* 2:1 6 0,5 35 87
3 2:1 15 2 37 86
4 2:1 DIPEA 15 5 40 90
5 1:1 15 2 25 76
6 0,7:1 15 0,5 17 86
7 0,5:1 15 1 13 96

*reakce byla provedena v THF

Prestoze byla jako nejvhodnéjsi baze vybran DIPEA, byly provedeny i reakce s TEA pro
ziskéani derivati HA s co nejvyssSim DS. Dtivodem k provedeni téchto reakci byl fakt, ze
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umicel pfipravenych z HA modifikovaného alifatickymi modifikacnimi ¢inidly, byly
pozorovany lepsi vlastnosti (naptiklad vazebnd kapacita) tehdy, kdyz mél derivat HA vyssi
DS. Proto jsme se snazili o derivat HA s nejvy$$im DS, abychom zjistili, zda toto pravidlo

plati i v pfipad¢ micel z aromaticky modifikovaného HA.

S TEA byly proto také provedeny reakce s riznymi poméry HA a 4-fenylmaselné kyseliny
(Tabulka 4), jinou navazkou a molekulovou hmotnosti HA, abychom zjistili, zda se zde
ucinek této baze projevi vyraznéj$im zvySenim DS. Porovnani vysledki z Tabulky 3 a
Tabulky 4 nicmén¢ ukazalo, ze pouziti TEA misto DIPEA vyrazné nezvysuje DS ani pfi
jinych reak¢énich podminkdch (Mw, molarni pomér HA:4-fenylméselnd kyselina, vychozi

mnozstvi HA).

Tabulka 4: Podminky a vysledky modifika¢nich reakci HA a 4-fenylmaselné kyseliny s pouzitim

bate TEA.
MywHA Vychozi mnozstvi Vytézek
4C:HA [n:n] Baze DS [%]

[kDa] HA [g] [%]
1 2,5:1 6 0,5 20 79
2 2:1 6 1 31 88
3 2:1 15 0,5 34 83
4 2:1 15 2 33 80
5 151 TEA 15 0,5 28 92
6 1,2:1 15 0,5 23 85
7 1:1 15 0,5 24 93
8 0,711 15 1 16 77

V jedné reakci katalyzované DIPEA bylo standartné pouzivané rozpoustédlo (IPA)
nahrazeno tetrahydrofuranem a opét byl sledovan vliv této zmény na DS derivatu (Tabulka
3, fadek 2). Nicmén¢ zaména rozpousStédla vyrazné neovlivnila DS pfipravovaného

derivatu, bylo zachovano pouzivani IPA.

Dale zde bylo potvrzeno, Ze dobrého DS je dosahovano i pfi vétSim vychozim mnoZstvi

HA (Tabulka 3, tadky 3-5), coz je dulezité hledisko pro pfipadny scale-up reakci.

Reakcemi HA s 4-fenylmaselnou kyselinou byla stanovena zavislost DS na vstupnim

molarnim poméru modifika¢niho ¢inidla k disacharidové jednotce HA. Ukazalo se, ze DS

stoupa se zvySujicim se pomérem 4-fenylmaselné kyseliny vii¢ci HA az do poméru 2:1

(4-fenylmaselna k.:HA). Je-li tento pomér 2,5:1, nastava propad a DS se snizuje (Tabulka
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4, tadek 1). Pri¢inou tohoto jevu muze byt naptfiklad vytvaieni vysSich asociatl mezi
molekulami 4-fenylmaselné kyseliny, které pak nemohou vytvaret aktivovanou formu

s benzoylchloridem. Nejvyssiho DS je tedy mozné dosahnout s pomérem 2:1.

Béhem téchto experimenti bylo dilezité zachovat Casové provedeni (naptiklad doba
rozpu$téni HA) reakce. Jelikoz je HA polymer, musela byt doba rozpousténi dostate¢na,

aby byl polymerni fetézec solvatovan rozpoustédlem.

Smésny anhydrid, ktery byl vytvofen béhem aktivacni reakce, ma dvé elektrofilni mista (A
a B), ktera mohou reagovat s hydroxylovymi skupinami HA (Obrazek 29). Kvili tomu
mize byt HA modifikovana dvéma riznymi substituenty, které s hydroxylovymi
skupinami HA vytvafi stabilni esterovou vazbu. Aniont Ph—COO™ je vSak stabiln&jsi, a
proto je HA piednostné modifikovana zbytkem ®-FAK. I pfes tuto skutecnost vsak
k modifikaci HA benzoatem v malé mife dochazi. Stupen substituce benzoatem se
pohybuje v rozmezi 0,1-3 %. Tento udaj byl ziskan z 'H NMR spektra. Slo by namitnout,
ze 1 kyselina benzoovd muze byt vhodnym aromatickym substituentem HA. Jak vSak
nasledujici vysledky naznaci, nemély by tyto derivaty a jejich micely dobrou stabilitu

Vv piitomnosti albuminu ani dalsi pozadované vlastnosti.

o] (o]
/@MO B
R1
R1 = H nebo CH,

Obrazek 29: Smésny anhydrid — aktivovana forma kyseliny.

VyzkouSeny byly dvé molekulové hmotnosti HA, 6 a 15 kDa. Pro nosi¢ové systémy je
velice dulezitd dobrd rozpustnost derivati (a jejich micel) ve vodném prostiedi. Pokud
jsou zamyslené také topické aplikace, je dilezitd dobrd prostupnost nosicovych systémi
ktzi. Z téchto divodt je dilezité pouzivat HA o niz§i molekulové hmotnosti, aby
nevytvaiela prili§ viskézni roztoky a dobfe prostupovala pies bunéné membrany.
Viskozita HA stoupa s délkou fetézce, kromé toho mohou piipojend modifikacni ¢inidla

zvySovat viskozitu prostiednictvim intra- a intermolekularnich interakci.

Hyaluronan o molekulové hmotnosti 6 kDa byl pouzit hlavné pro néktera testovani
(naptiklad vybér vhodné baze). Pti takto nizké molekulové hmotnosti je zde jiZ zastoupeno

vice fragmentl s velmi kratkym fetézcem, coz miize zpusobovat problém naptiklad pfi
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zpracovani reakci, kdy mohou byt nechténé snadno odstranény. Hyaluronan o molekulové

hmotnosti 15 kDa tedy byl vybran jako nejvhodng;jsi.

Stejné reakeéni podminky pouzité pro modifikaéni reakce vedouci ke vzniku derivati HA—
4C byly pouzity i pro reakce vedouci ke vzniku derivati HA-6C (Tabulka 5) a HA-8C
(Tabulka 6). Jako baze byl v téchto reakcich jiz vzdy pouzivan DIPEA. 6-Fenylhexanova a
8-fenyloktanova kyselina byly vybrany pro modifikaci HA z divodu porovnani vlivu délky
alifatického fetézce téchto kyselin na vlastnosti micel pfipravenych z téchto derivatt. Tato
na prvni pohled mald zména ve struktufe kyselin méla vSak velmi vyrazny vliv
na vlastnosti derivata i micel (bude diskutovano v dalSich kapitolach) a na zakladé téchto

vysledkd byly navrhnuty a ptipraveny dalsi kyseliny pro modifikaci HA.

Tabulka 5: Podminky a vysledky modifika¢nich reakci HA a 6-fenylhexanové kyseliny.

6C:HA[n:n] MwHA [kDa] DS [%] Vytezek [%]

1 2:1 6 55 82
2 2:1 15 47 89
3 0,7:1 15 21 86
4 0,5:1 15 15 79
5 0,2:1 15 5 88

Tabulka 6: Podminky a vysledky modifika¢nich reakci HA a 8-fenyloktanové kyseliny.

8C:HA[n:n] MwHA [kDa] DS[%] Vytzek [%]

1 2:1 6 43 83
2 2:1 15 37 86
3 0,7:1 15 18 72
4 0,5:1 15 13 95

Jak jiz bylo naznaceno, se stoupajici délkou fetézce aromatické mastné kyseliny pouzité
pro modifikaci HA, se zlepSuji vlastnosti micel, zejména jejich stabilita v pfitomnosti
krevnich proteind. Stabilita micel pfipravenych z derivaitu HA modifikovaného
8-fenyloktanovou kyselinou vsak stale nebyla dostacujici (bliz§i komentar viz kapitola
6.2). Ztohoto divodu byla hledana aromaticka mastna kyselina s delSim alifatickym
fetézcem. Jiz 8-fenyloktanova kyselina vSak byla pomérné Spatné komeréné dostupna a
draha. K dispozici jsme ale méli Fmoc—6-Ahx—OH (Obrazek 30), ktera ma v alifatickém

fetézci 10 atomd, a proto bylo vyzkouseno, jak vysledné vlastnosti ovlivni.
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0 3o
5

Obrazek 30: Struktura Fmoc—6-Ahx—OH.

Tato kyselina byla pouzita jen jako ,,modelova“ latka s delSim fetézcem nez ma
8-fenyloktanova kyselina, a nebyla proto brana v potaz pfitomnost karbamatové funkce a
jeji chemické vlastnosti. Pro modifikaci HA touto kyselinou byly pouzity stejné podminky
jako pro ptipravu derivatt HA a o-fenylmastnych kyselin. Vysledky téchto reakci jsou

uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Podminky a vysledky modifika¢nich reakci HA a Fmoc—6-Ahx—OH.

Fmoc:HA[n:n] Mw HA [kDa] DS [%] Vytézek [%]
1 2:1 6 14 85
2 2:1 15 14 79

Z Tabulky 7 je patrné, Ze pii zachovani tychz podminek jako v pifedchozich reakcich byl
DS derivati HA s Fmoc—6-Ahx—OH vyznamné nizsi. To muze byt zpusobeno napiiklad
vysokou sterickou naro¢nosti, kterd brani navazani vétsiho mnozstvi této kyseliny na HA.
Vysledky stability micel v pfitomnosti hovéziho albuminu (kapitola 6.2) vSak nebyly
povzbudivé, a proto nebyly dalsi derivaty s touto kyselinou pfipraveny a také dale nebyly

tyto derivaty zkoumany z hlediska moznosti jejich vyuziti jako nosiCovych systémd.

Ptiprava esteru HA a 11-tolylundekanové kyseliny byla provedena za totoznych podminek
jako ptiprava esteri HA a jiz vySe zminénych o-fenylmastnych kyselin. VSechny reakce
byly provedeny s HA o molekulové hmotnosti 15 kDa. Pokud byl molarni pomér
11-tolylundekanova kyselina:HA roven 1,5:1 (Tabulka 8, fadek 1), nebylo mozné zjistit
DS vysledného produktu. V tomto ptipadée totiz nebylo mozné ziskanou modifikovanou
HA rozpustit na roztok, protoze vzdy vznikal gel, ktery nebylo mozné pievést do NMR
kyvety. Snizeni molarniho poméru na 1:1 (Tabulka 8, fadek 2) vedlo k tvorbé produktu
s DS=12 %. Dalsi sniZzeni molarniho poméru na 0,7:1 poskytlo derivaty se stejnym DS
(Tabulka 8, radek 3). Tyto hodnoty DS jsou ve srovnani s hodnotami ziskanymi v ptipadé

pouziti jinych o-FAK (kapitola 6.1.5) nizké. Je vSak znamo, ze chemicka reaktivita
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dlouhych mastnych kyselin klesa s délkou fetdzce,'” a proto tyto hodnoty DS nejsou

natolik prekvapivé.

Tabulka 8: Podminky a vysledky modifika¢ni reakce HA a 11-tolylundekanové kyseliny

11C:HA[Nn:n] T aktiv.rce/ c[%] DS[%] Vytézek [%]
1* 1,5:1 rt/rt 3,1 -- --
1:1 rt/rt 3,1 12 85
3 0,7:1 rt/rt 3,1 15 79
0,7:1 0 °C/rt 5,0 13 82
Sx* 0,7:1 0 °C/rt 5,0 12 78
6 0,5:1 rt/rt 3,1 6 68

*reakce byla provedena jen jednou, **reakce byla provedena v THF, ¢ [%]...koncentrace HA v
rozpoustédlech.

Vzhledem kpozadavku na derivaty s vysokym DS (kvali pfedpokladanym lepSim
vlastnostem micel) jsme se reakéni podminky pokusili optimalizovat tak, aby byly ziskany
derivaty s co nejvysSim DS. Na zaklad€é vysledkl pfipravy ester HA s pfedchozimi
®-FAK (4-fenylmaselna kyselina atd.) 1ze navrhnout zvySeni poméru 11-tolylundekanové
kyseliny v reak¢ni smési. Nicméné, vzhledem K vysledkim reakci 1 a 2 (Tabulka 8) a
hledali jsme jinou moZnost jak DS derivath zvysit neZ zvySenim molarniho poméru
11-tolylundekanové kyseliny k HA. Z Tabulky 8 je patrné, ze snizeni teploty aktivacni
reakce a zvySeni koncentrace reak¢énich Cinidel snizenim objemd pouzitych rozpoustédel
(reakce 4 a 5) ke zvySeni DS nevedlo. Protoze se nam po nékolika experimentech
nepodafilo zvysit DS, vyzkouSeli jsme, zdali klicové vlastnosti modifikovaného HA,
napiiklad vazebna kapacita micel ¢i stabilita micel v ptitomnosti albuminu, budou
vyhovujici i v ptipadé nizsich hodnot DS. Dale v kapitole 6.2 je popsano, ze tyto vlastnosti

byly velmi dobré. Proto dalsi reakce se zamérem zvysit DS nebyly provadény.

6.1.5.Srovnani vyznamnych parametri piipravy a samotnych modifikovanych HA
Béhem piipravy derivati HA—4C a zkoumani jejich vlastnosti a vlastnosti micel

piipravenych z téchto derivatl bylo zjiSténo, Ze tyto derivaty nemaji zcela optimalni
vlastnosti (zejména stabilitu v roztoku albuminu). Proto byly postupné pro srovnani
pfipraveny dalsi, strukturné podobné derivaty (HA-6C, HA-8C a HA-11C). V Tabulce 9
jsou uvedeny vysledky pro vSechny fenylové derivaty (HA-4C, HA-6C, HA-8C a HA-
11C) pripravené za stejnych podminek. Stupen substituce udava pocet molekul

modifika¢niho ¢inidla navazanych na sto disacharidovych jednotek. Efektivita reakce
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udava pomér mnozstvi karboxylové kyseliny navazané na HA vici pouzitému mnozstvi
této kyseliny pro reakci. Efektivita byla vypocitana podle nize uvedené rovnice. Podle
tohoto ukazatele se jako nejvhodnéjsi (nejefektivnéjsi) jevi molarni pomér o—-FAK:HA
0,5:1 a 0,7:1. Se zvysujicim se molarnim pomérem téchto dvou reakcnich Cinidel sice

stoupa DS derivatq, ale efektivita reakci klesa a ptiprava se tak stava neekonomickou.

.. DS * nyy
Efektivitarce = ——
Nw-Fak

Tabulka 9: Vysledky modifikace HA ruznymi o-FAK.

Derivat o—FAK: HA DS |[%] Efektivitarce [%]  Vytézek[%]

1 05:1 13 26,8 96
2 07:1 17 24,3 86
3 HA-4C 1:1 25 24,8 76
4 2:1 43 21,6 85
5 02:1 5 23,0 89
6 05:1 15 30,6 79
7 HA-6C 07:1 20 29,0 86
8 2:1 47 23,4 89
9 05:1 12 24.6 95
10  HA-8C 07:1 18 25,1 72
11 2:1 33 16,2 86
12 HA-1IC 05:1 6 12,0 68
13 07:1 15 17,7 79

Z tabulky je patrné, 7e s vyjimkou HA-4C derivati DS' klesa s rostouci délkou Fetézce
modifika¢niho ¢inidla (Tabulka 9, naptiklad fadky 7, 10 a 13 nebo 6, 9 a 12). Divodem
muze byt snizujici se reaktivita vychozich kyselin.'"® Derivaty HA—4C se tomuto pravidlu
vymykaji. Divodem mize byt jiné skupenstvi 4-fenylmaselné (pevné) nez u zbyvajicich

Mrwe

vzniku smésného anhydridu.

*Pro vypocty DS se obvykle pouzivaji signaly HA odpovidajici anomernim vodiktim (6=2,65 a 2,42 ppm) a
ttem vodikim —NHC(O)CH3; skupiny (6=2,01 ppm). V ptipadé tohoto konkrétniho derivatu (HA—4C) vsak
byly pro vypocet pouzity jen anomerni vodiky, protoze signaly vodiki jedné methylenové skupiny fetézce 4-
fenylmaselné kyseliny (Ph—CH,—CH,—)se nachazeji pfi ptiblizné stejné frekvenci jako vodiky -NHC(O)CH;
skupiny, a tudiz se ve spektrech piekryvaji.
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Jak jiz bylo zminéno vySe, b&hem aktivacniho kroku dochédzi k tvorbé smésného
anhydridu, ktery se po urcité dob¢ (zpravidla 30 min), ptidava do roztoku HA, kde dochazi
k vlastni modifikaci. Roztok aktivované mastné kyseliny je k HA piidavéan, aniz by byl
smésny anhydrid izolovan, a tudiz nebyva obvykle ani detekovan, ani charakterizovan
(naptiklad pomoci 'H NMR). Na zaklad& diivejsich zkuSenosti s mastnymi kyselinami bez
aromatickych zbytkl byl pro aktiva¢ni krok nejprve zvolen ptilhodinovy interval. Protoze
vSak w-FAK jsou jinym typem modifikac¢niho ¢inidla a jejich reaktivita v aktivacnim kroku
muze byt jina, bylo vhodné aktivacni reakci podrobnéji prozkoumat, a popiipadé najit
optimalni reakéni dobu pro tento krok. Pokud je totiz zvoleny ptlhodinovy interval pfilis
kratky, mohou v reakéni smési zlstavat nezreagované vychozi latky. Pfipadné naopak, 30
min aktivaéni doba mize byt piili§ dlouhd a vznikajici anhydrid mlze byt nestabilni a

rozpadat se zdhy po vytvoreni.

Proto jsme se rozhodli sledovat osud vychozich latek a vznikajiciho anhydridu v Case.
Reakce byla provadéna v deuterovaném IPA a v pravidelnych intervalech byly odebirany
vzorky (100 pl) do NMR kyvet a nafedény CDCls.Tento postup byl preferovan oproti
provadéni série reakci v NMR kyvetach kvili snazsi ptipravé vzorkd a také kviali cené
rozpoustédel (deuterovany IPA je drazsi nez deuterovany CDCl3). Reakce byly provedeny
jak prostym zopakovanim bé&zné pouZivané aktivani reakce (tedy smisenim baze,
benzoylchloridu a karboxylové kyseliny) tak i postupem, kdy byla do reakce pfiddvana

voda pro zjisténi jejiho u€inku na pribeh reakce a stabilitu produktu.

Nejprve byla provedena aktivacni reakce 4-fenylmaselné kyseliny bez ptidavku vody.
Vzorky z aktivaéni reakce byly odebrany po 5, 10, 15 a 30 minutach po startu reakce,
kterym je ptidavek benzoylchloridu. Pro ndzornost a snadné pfifazeni jednotlivych signalt
jsou na Obrazku 31 uvedena i spektra obou vychozich latek. Vlivem vytvofeni smésného
anhydridu dochéazi k posunu pika aromatickych vodikovych atoma k niz§im hodnotam
ppm (Obrazek 31). Nejvyraznéjsi je tento posun pro vodikové atomy benzoylchloridu,
které jsou nejblize k substituentu (oznaceny pismenem A), protoZe tam je elektronova

hustota v okoli jadra nejvice ovlivnéna.
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Obrazek 31: *H NMR spektra aktiva¢ni reakce 4-fenylméselné kyseliny méfené v ¢ase.

Piky s chemickym posunem 6=8,2 ppm ve spektrech reakéni smési pravdépodobné patii
vodikovym atomim kyseliny benzoové ¢i jejimu anhydridu. Tato latka muaze v reakéni
smési vznikat reakci benzoylchloridu a vody pfitomné v rozpoustédle ¢i nepreferovanym
Stépenim smésného anhydridu. IPA nebyl pfed reakci vysouSen, protoZze mnoZstvi vody
V tomto rozpoustédle je malé a pfipadné vznikajici kyselina benzoova nekomplikuje dalsi
prabéh reakce. Ani v pfipadé¢ navazani na HA negativné neovlivituje vlastnosti

pripravenych derivatd (napft. cytotoxicitu).

Vysledky méteni pribéhu této reakce ukazaly, Ze jiz po péti minutach je smésny anhydrid
pravdépodobné vytvofen a reakéni smés neobsahuje vychozi benzoylchlorid ani volnou
kyselinu 4-fenylmaselnou a nedochazi ani ke zméné integralnich hodnot jednotlivych

signald (Obrazek 31).

Aktivacni reakce 4-fenylmaselné kyseliny byla provedena i s piidavkem vody. Divodem
bylo to, Ze tvorba smésného anhydridu probiha v organickém rozpoustédle a poté je tento
anhydrid pfidavan do roztoku HA, ktery je rozpustén ve smési vody a IPA. Muze tedy dojit
k pfedasnému a nezddoucimu rozpadu tohoto anhydridu vlivem vyrazného zvySeni

obsahu vody v reakéni smési. Proto byl sledovan osud smésného anhydridu 4-fenylmaselné
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kyseliny a benzoylchloridu v ¢ase, kdy po kazdém odbéru (po 0,5; 2,5; 4,5 a 6,5 h) byla

do reakéni smési pridana voda (Obrazek 32).

Ze spekter neni zfejmé, ze by ani po 6,5 h dochazelo ke zménam ve slozeni smési, tedy
napfiklad k rozpadu smésného anhydridu. Dublet pii 6=8,1 ppm patii pravdépodobné

benzoové kyselin€ nebo, a to pravdépodobnéji, anhydridu této kyseliny.
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Obrazek 32: 'H NMR spektra aktivaéni reakce 4-fenylméselné kyseliny méfené v case

po ptidavcich vody.

Jelikoz reakce 11-tolylundekanové kyseliny s HA poskytuji produkty s nizkym DS, bylo
zadouci prozkouméni aktivace této kyseliny, protoze divodem nizkého DS vyslednych

derivati HA mohl byt i problém pfi aktivacnim kroku.

Sledovani pribéhu reakce bylo provedeno obdobné jako v prfedchozim piipadé.
Po poslednim odbéru (po 1 h) byla reakéni smes nechdna michat bez jakychkoli z4sahti a
sedmy den po startu reakce bylo do reakéni smési pfidano 300 pl demineralizované vody

za ucelem zjisténi, jakym zpisobem ptitomnost vody ovlivni reakci a jeji produkt.

Podle 'H NMR spektra (posuny signalii a integralni hodnoty) bylo zjiSténo, Ze produkt
(anhydrid) je vytvoifen jiz zahy po startu reakce, a Ze pfitomna voda nezpiisobuje jeho

rozklad (Obrazek 33).
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Tyto vysledky potvrzuji hypotézu, ze nizké stupné substituce derivati ziskanych
modifika¢ni reakci mezi HA a 11-tolylundekanovou kyselinou, byly pravdépodobné

wrwe

zapii¢inény  nizkou  reaktivitou smésného anhydridu  1l-tolylundekanové a

benzoylchloridu.!™

| zde bylo mozné pozorovat piky pii 6=8,1 ppm patfici pravdépodobné anhydridu kyseliny

benzoové pochdzejici z benzoové kyseliny a benzoylchloridu.
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Obrézek 33: "H NMR spektra aktivaéni reakce 11-tolylundekanové kyseliny.

Vzhledem k povaze modifika¢ni reakce dochazi ke $tépeni smésného anhydridu nejen
,»ve prospéch® pozadovaného modifika¢niho €inidla, ale v malém se na HA véze i zbytek
kyseliny benzoové. Modifikace HA benzoatem byla pozorovana pomoci 'H NMR
spektroskopie. Signaly vodik benzenového kruhu benzoatu Se nachazi v oblasti 6=7,58—
8,08 ppm. Typické spektrum derivatu HA modifikovaného 4-fenylmaselnou kyselinou je
na Obrazku 34.
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Obrazek 34: *H NMR spektrum derivatu HA—4C.
Piipravené latky byly charakterizovany pomoci NMR metod. Nejcastéji byla pouzivana
'"H NMR spektroskopie. Pro nizkomolekularni latky byla vyuzita také *C NMR
spektroskopie. Pro potvrzeni navazani modifikaéniho ¢inidla na HA a pfifazeni
jednotlivych pikl prislusnym vodikovym atomtm byly vyuzity 2D NMR techniky (HSQC
a DOSY) .

HSQC NMR spektrum derivatu HA-6C je na Obrazku 35. Tato NMR analyza umozZnila

pfesné piifazeni jednotlivych pikll a potvrzuje vznik poZzadovaného produktu.
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Obrazek 35: HSQC NMR spektrum derivatu HA-6C.
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Pro potvrzeni kovalentni vazby w-FAK na HA byla pouzita technika DOSY NMR. Tato
technika umoziuje rozliSit rizné komponenty ve smési na zdklad¢é jejich rozdilného
difizniho koeficientu. Lze tak rozliSit napiiklad vysokomolekularni HA a ptipadnou
nenavazanou nizkomolekularni ®-FAK. Pokud jsou jednotlivé komponenty pevné
propojeny, maji stejnou pohyblivost a ve spektru jsou vSechny piky zobrazeny v jedné
linii. Jako priklad je zde uvedeno spektrum derivatu HA-8C (Obrazek 36). Lze zde vidét
vSechny piky vjedné roviné, coz potvrzuje vznik kovalentni vazby mezi HA a

8-fenyloktanovou kyselinou.

£12.0
A5 am
c
E 8
w 10 B
Sk E. o
—_ A G 0 I el 4 P by S ;10'5 <
0 E. =}
TR . o%\ £10.0 é
™ j”\ " E95 &
[9) B -
F90 W
£-85
T S N S
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1

F2 Chemical Shift (ppm)

Obrazek 36: DOSY NMR spektrum derivatu HA-8C.

Infracervend spektroskopie byla pouzita pfedev§im pro potvrzeni vzniku kovalentni
esterové vazby mezi karboxylovou skupinou modifikaéniho ¢inidla a hydroxylovou
skupinou HA. Takto byly charakterizovany vSechny piipravené derivaty HA. Na Obrazku
37 jsou spektra ptfirodniho HA, 4-fenylmaselné kyseliny (modifika¢niho cinidla) a
vysledného modifikovaného HA. Ve spektru produktu je vyznamny zejména pas o vinoctu
1727 cm ™. Srovnanim spektra produktu se spektry vychozich latek je vidét, Ze tento pés
nemuze pochazet z vychozich latek. S nejvétsi pravdépodobnosti tento pas piislusi
valenéni vibraci karbonylu esterové skupiny mezi HA a modifika¢nim ¢inidlem. Tento pas
také nepfimo poukazuje na uspé$né napojeni aromatického modifikac¢niho ¢inidla na HA
fetézec. Slaby pas 3611 cm ™ miize byt prifazen O—H valenénim vibracim, které vytvaii
O—H:-n interakce mezi hydroxylovymi skupinami HA a n-elektrony aromat 1
Ve spektru 4-fenylmaselné kyseliny jsou dillezité pasy 1691 cm * (valen&ni vibrace C=0)
a 919 cm* (deformagni vibrace OC—OH). Tyto pasy jsou pozorovany pouze ve spektru
4-fenylmaselné kyseliny. Ve spektru produktu HA—4C pésy pfi téchto hodnotach nejsou

pozorovany, coz poukazuje na fakt, Ze neni pfitomna volna karboxylova Kyselina. Pasy
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2934, 1645, 1379 a 612 cm ! jsou charakteristické pro HA.'™ Tato podrobna analyza
spekter je pomémné silnym dikazem navazani nizkomolekularni latky (v tomto piipadé

4-fenylmaselné kyseliny) na HA.

'HA-4C

612

'HA,15 kDa

f
: \JJX/\\J \

:4-fenylmaselna kyselina

Abs

1691

Obrazek 37: Porovnani spekter 4-fenylmaselné kyseliny, pfirodniho HA a derivatu HA
pripraveného z téchto latek.

Abychom potvrdili predpoklad, Ze pas 1727 cm * prislusi kovalentni esterové vazbg, a
nemuZe byt pfifazen zadné jiné vazbé, byla provedena aktivacni reakce bez pouZiti
benzoylchloridu. Na Obrazku 38 je infracervené spektrum smési, ktera byla ziskana touto
reakci. Vzhledem k nepfitomnosti pasu 1727 cm * je ziejmé, Ze v tomto pripadd nedoslo
K vytvoreni esterové vazby mezi HA a modifika¢nim c¢inidlem a zminény pas nepochazi

ani z zadné vychozi latky ¢i jejich interakci.
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Obrazek 38: Infracervené spektrum smési HA a 4-fenylmaselné kyseliny.

Infracervenou spektroskopii byly charakterizovany vSechny pfipravené derivaty a ve vSech
piipadech byl pozorovan pés pfi hodnoté vino&tu 1727 cm™* poukazujici na vznik esterové

vazby.

Pro zjisténi, zda reakéni podminky modifikace HA nezplsobuji rozpad polymerniho
fetézce. Byly provedeny analyzy derivati pomoci metody SEC-MALLS. Tato metoda se
pouziva pro stanoveni molekulové hmotnosti. Pro srovnani byly analyzovany nejen
produkty reakci, ale i vychozi HA. U vSech testovanych modifikovanych HA byla zjisténa
mirné vyssi molekulovd hmotnost ve srovnani s vychozim HA. Tyto vysledky naznacuji,
7ze nedoSlo krozpadu polymeru, ale naopak kjeho modifikaci, a tim ke zvySeni

molekulové hmotnosti.

Pro modifikacni reakce se pouzivd katalyzator DMAP, ktery je toxicky. Ptestoze je
pouzivan v opravdu zanedbatelném mnozstvi, mize po zpracovani zlistavat jako soucast
produktu. Byla proto provedena HPLC analyza pro zjisténi jeho pfitomnosti DMAP
v produktu. Touto metodou bylo zjisténo, ze obsah DMAP v derivatu je pod limitem
detekce (<0,005 % w:w).
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6.1.6.Modifikace HA a 11-(9H-karbazol-9-ylJundekanovou kyselinou
I pro pfipravu esteru HA a 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny (Obrazek 39, karb)

byly nejprve vyzkouSeny podminky pouzité pro piipravu esteru HA a 4-fenylméselné
kyseliny. V tomto ptipadé ale dochazelo ke vzniku produktti s nizkym DS (ptiblizné 3 %).
Z tohoto divodu byly podminky reakce upravovany (délka reak¢ni doby obou reakei,

teplota reakci, objem rozpoustédel).

Lo,
O

Obrazek 39: Struktura karb.

Pouzité podminky a vysledky jsou shrnuty v Tabulce 10. Neni-li uvedeno jinak, byl
pro tyto reakce pouzit HA o molekulové hmotnosti 15 kDa ve vychozim mnozstvi 0,5 g a
IPA jako rozpoustédlo. Vysledky v této tabulce nejsou jako vzdy pruméry vysledka tii

reakci, ale vysledky jen jedné reakce, neni-li uvedeno jinak.

Srovnani DS uvedenych v Tabulce 10 ukazuje, Ze z4dna zmeéna reakcnich podminek
nevedla K pripravé derivatu s vyrazné vyssim DS. Nejvyssi dosazena hodnota stupné

substituce byla 5,5 %.

Nejvyznamngj§im Cinitelem ovliviiuyjicim DS vysledného derivatu je molarni pomér
modifika¢niho Cinidla vztazeny na disacharidovou monomerni jednotku HA. V ptipadée
modifikace HA 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovou kyselinou vSak zména molarniho
poméru HA:karb nevedla k tvorbé produktu s vyssim DS (naptiklad fadky 3 a 8). Kromé
nizké reaktivity kyselin s dlouhym fetézcem' " mize byt ditvodem zisku derivatd s nizkym
DS velkéd stericka narocnost karbazolové skupiny, kterd, je-li navdzana na HA, bréni
pfistupu dalSich molekul modifika¢niho ¢inidla k polymernimu fetézci. Jinym vysvétlenim
muze byt silnd agregace modifikovaného HA, a tim zabranéni ptistupu dalSich molekul

modifika¢niho ¢inidla.
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Tabulka 10: Vysledky a podminky modifikace HA 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovou kyselinou.

—_ m —_
: g rF 2f

1 1:0,7 0,5/2 0 °C/rt 5,0 1,5 250

2° 1:0,7 0,5/2 rt/rt 5,0 4,2 250

3 1:1,5 0,5/2 0 °C/rt 5,0 48 250

| 4 1:1 0,5/2 0 °C/rt 5,0 3,8 250
1:1 0,5/5 0 °C/rt 5,0 55 500

7° 1:1 0,5/15 0 °C/rt 5,0 5,1 500

8 1:2 0,5/2 0 °C/rt 5,0 49 500

9 1:1 2,5/2 rt/rt 5,0 5,4 1000

10°° 1:1 2,5/2 r/rt 5,0 41 1000

I 110 1:1 2,5/2 r/rt 5,0 4,0 1000
12 1:1 2,5/2 rt/rt 5,0 53 1000

13¢ 1:1 2,5/2 r/rt 5,0 49 1000

14 1:1 2,5/4 r/rt 5,0 49 1000

16° 1:1 2,5/2 rt/rt 3,1 45 500

i 17 1:1 2,5/2 rt/rt 3,1 3,4 500
18 1:1 2,512 0 °C/0 °C 3,1 3,7 500

19 1:1 2,5/2 1t/40 °C 3,1 4,0 500

% jako rozpoust&dlo byl pouzit THF, ® primér ze dvou opakovanych reakci, © pfipraveno ve vétsich Sarzich (z
1 g HA), ¢ primér ze tf opakovanych reakei, ¢ 6 kDa HA, " vodny roztok HA byl pfidan k roztoku aktivagni
reakce.

Ve snaze nalézt optimalni podminky aktivacniho kroku a zvysit tak DS findlniho derivatu
HA bylo provedeno detailni sledovani pribéhu aktiva¢niho kroku pomoci NMR (vysledky
jsou uvedeny nize). Na zakladé ziskanych vysledkii byla prodlouzena doba aktivacni
reakce na 2,5 h (viz Tabulka 10), ale bohuzel ani tato Gprava postupu nevedla k tvorbé

derivatt s vysSim DS.

Dalsi pficinou nizkého DS mulzZe byt pouziti rozpoustédla, které neumoznilo dokonalé
rozpus$téni 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny pied aktivacni reakci. Zde je nutno
ptipomenout, ze vybér rozpoustédla byl zna¢né limitovan. Pouzité rozpoustédlo musi byt
dobfe misitelné s vodou, protoze se misi s roztokem HA ve smési vody a rozpoustédla.

Z hlediska zamyslenych aplikaci pfipravovanych derivatt HA nejsou vhodna toxicka
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rozpoustédla, jako naptiklad methanol. Jako reakéni prostfedi byly proto pouzivany IPA a
THF. Ani v jednom z téchto rozpoustédel vsak nebyla 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova
kyselina zcela rozpusténa. Resit tuto nizkou rozpustnost pomoci piidavku rozpoustédla by
nebylo vhodné, protoze po ptidavku aktivacni reakce do roztoku HA by velké mnozstvi
organického rozpoustédla zptsobilo vysrazeni HA. Jedinou moznosti bylo celkové zvysit
objem rozpoustédel (a zachovat pomér rozpoustédla a vody), ale vtomto pfipadé se

rozpustnost vyrazné nezlepsila (viz Tabulka 10, fadky 16-19).

Kromé zmény molarniho poméru HA a modifika¢niho ¢inidla a prodlouzeni doby, béhem
niz dochazi k aktivaci modifika¢niho ¢inidla, byla upravovana doba vlastni modifika¢ni
reakce, zménéno rozpoustédlo, ménéna teplota jak aktiva¢niho, tak reakéniho kroku.
Me¢nén byl také celkovy objem rozpoustédel (a tedy celkova koncentrace ¢inidel v roztoku)
¢i intenzita michani smési. BohuZel ani zména téchto parametra nevedla k tvorbé produktu

S vysSim DS.

Jistou mozZnosti jak zvysit reaktivitu a ziskat derivaty s vy$§im DS by mohlo byt provedeni
reakce pii vyssi teploté. Tohle feSeni je vSak omezeno faktem, ze HA se pii vySSich
teplotach vyznamnou mérou rozklada.”® Proto byla reakce vyzkouSena pfti teploté 40 °C
(Tabulka 10, reakce 19), ale ani za téchto podminek nebyl pozorovan vyssi stupen

substituce.

Ziskany DS je uveden na jedno desetinné misto, nicméné kazdé stanoveni s sebou nese
chybu, tudiZ tato hodnota je jen orienta¢ni. Ve vysledku lze fici, Ze vSechny pouzité

podminky vedly ke vzniku derivata s takika stejnym DS.

Stupeii substituce byl v tomto piipadé poc¢itan pomoci integralnich intenzit signalt vodikt
methylenovych skupin A a B. Signal protoni methylenové skupiny | se prekryva s pikem
methylovych vodika acetamidové skupiny N-acetylglukosaminu HA (-NHC(O)CHg3; 6=2
ppm) (Obrazek 40). Zbyvajici vodiky alifatického fetézce poskytuji multiplet v oblasti
6=1,2-1,0 ppm. Ve stejné oblasti vSak poskytuje signal i pouZité rozpoustédlo IPA.
V oblasti 6=8,2—7,2 ppm najdeme signaly vodikovych atomti z aromatického kruhu

modifika¢niho ¢inidla.
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Obrazek 40: *H NMR spektrum HA—Karb.

DOSY NMR spektrum stejné v jako ptedchozich ptipadech potvrdilo, Ze modifika¢ni
¢inidlo je na HA kovalentné¢ navazano. HSQC NMR spektrum derivatu HA-karb je

v Piiloze 3.

Stejné jako v ptipadé derivati HA a o-fenyl mastnych kyselin, byl i pro derivat HA a
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovou kyselinu sledovan pribéh aktivaéni reakce v Case
pomoci 'H NMR (Obrazek 41). Vzorky byly odebrany po 0,5; 1,5 2,5; 4,5; 6,5 a 24 h od
startu reakce. Rozsifeni signald mohlo byt zpusobeno nedokonalym rozpusSténim
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny v IPA. Na zakladé analyzy *H NMR byl jako
nejvhodnéjsi aktivacni doba vybran interval 2,5 h. Poté jiz nedochazi ke zmén¢ vzhledu
spekter, a pravdépodobné tedy jiz nedochazi k zadné reakci. Z tohoto divodu byla v sérii
modifika¢nich reakci vedouci k piipravé esteri HA pouzita delsi doba aktivace (2,5 h
misto 0,5 h).
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Obréazek 41: "H NMR spektra aktivaéni reakce 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny.

Pro uplnou charakterizaci produktu (smésného anhydridu) byla po 2,5 h zméfena *C a

HSQC NMR spektra.

Na Obrazku 42 je cast BC NMR spektra smésného anhydridu vzniklého reakci
benzoylchloridu s 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovou kyselinou. Pro srovnani jsou zde
uvedena i spektra vychozich latek. Vytvofenim anhydridu dochazi k posunu nékterych
signalt ve spektru (nejvyznamnéjsi jsou oznaceny). Méni se poloha hlavné signalt, které
nalezi uhlikim nejblize reakéniho mista, tedy uhlikim 1la (z karboxylové skupiny
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovékyseliny), 2a a 3a (z benzoylchloridu). Slaby pik vlevo
od piku 2b (6=169 ppm) patii patrné uhliku karboxylové skupiny benzoové kyseliny, ktera

Vv reak¢éni smési miize vznikat naptiklad reakei benzoylchloridu s vodou piitomnou v IPA.

Na Obrazku 43 je HSQC NMR spektrum reakéni smési benzoylchloridu a
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovékyseliny v deuterovaném IPA a za pfitomnosti baze
DIPEA, ztohoto divodu jsou ve spektru viditelné krom¢ produktu i1 dalSi reakcni
komponenty (DIPEA a IPA). HSQC spektrum bylo ziskano po 2,5 h po startu reakce. Tato
NMR technika pomohla pfifadit jednotlivé piky pfisluSnym atomim.
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Obrazek 42: Cast *C NMR spektra aktivaéni reakce 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové

kyseliny po 2,5 h.
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Obrazek 43: HSQC NMR spektrum aktivacni reakce 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny

po 2,5 h.

6.1.7.Modifikace HA a 4-alkoxybenzoovymi kyselinami

Poslednimi latkami pouzitymi k modifikaci HA je série 4-alkoxybenzoovych kyselin.

Pro modifikaci HA substituovanou kyselinou benzoovou byl pouzit stejny postup jako

Vv pfipad€é modifikace HA o-fenylmastnymi kyselinami. Rozpustnost 4-alkoxybenzoovych

kyselin v IPA vsak byla oproti ®-fenylmastnym kyselindm Spatna a velka ¢ast zlstala

nerozpusténa, coz by mohlo zptisobit tvorbu produktu s velmi nizkym DS. Kdyz vSak byla

ke smési IPA a 4-alkoxybenzoové kyseliny piidana baze, doslo k lepsSimu rozpusténi, které

bylo indikovano projasnénim smési, 1 kdyz nebylo zcela dokonalé. Z tohoto diivodu byl
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pridan jesté jeden ekvivalent baze, a v tomto piipad¢ jiz doSlo jen k malému zlepSeni.
Protoze jsme chtéli ziskat derivaty se spiSe vysS$im DS, byly pouzivany 3 ekv. baze.
Srovnanim vysledki modifikace HA  o-fenylmastnymi kyselinami (HA-o-FAK) a
4-alkoxybenzoovymi kyselinami (HA-HBXC) (za stejnych podminek), bylo DS derivatt
HA-HBxC niz§i. Tohle vSak nemuselo byt zpisobeno nizkou rozpustnosti
4-alkoxybenzoovych kyselin, ale i sterickymi divody. 4-Alkoxybenzoové kyseliny
Z podstaty své struktury modifikuji HA tak, Ze benzenové jadro je velmi blizko pateti

polymeru.

'H NMR spektrum derivatu HA s navazanou 4-oktyloxybenzoovou kyselinou je
na Obrazku 44.
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Obréazek 44: "H NMR spektrum derivatu HA a 4-oktyloxybenzoové kyseliny.

Modifikace HA vsSak tuspésné probéhla jen se tfemi modifikacnimi cCinidly a to

s 4-oktyloxy-, 4-decyloxy- a 4-dodecyloxybenzoovou kyselinou (Tabulka 11).

Také zde je pozorovana modifikace HA benzoatem. Derivaty kyseliny 4-hydroxybenzoové
substituované n-tetradecylbromidem a n-hexadecylbromidem jsou pravdépodobné jiz

velmi malo reaktivni. Vysvétlenim muize byt sbaleni a propleteni dlouhych alifatickych
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fetézcl, ¢imz je branén pfistup k reakénim c¢inidlim. Tento jev neni neobvykly a pfi

susbtituci polymerd byl jiz popsan.'’

Tabulka 11: Vysledky modifika¢nich reakei s vyuzitim 4-oktyloxybenzoovych kyselin.

Pouzita kyselina Pouzita kyselina:HA [n:n] DS [%]  Vytézek [%]

1 HB8C 2:1 11 93
2% HB8C 1:1 6 87
3* HB10C 2:1 11 78
4* HB12C 2:1 10 75
5 HB14C 2:1 --
6* HB16C 2:1 --

*reakce byla provedena pouze jednou.

V ptipadé pokusu o modifikaci HA 4-tetradecyloxybenzoovou kyselinou byl pozorovan
velmi nizky az zanedbatelny stupeni substituce (DS<1 %). V piipadé modifikace 4-
hexadecyloxybenzoovou kyselinou vSak substituce neni jiz téméf znatelna. Pii pokusech o
modifikaci HA 4-tetradecyloxybenzoovou a 4-hexadecyloxybenzoovou kyselinou bylo
pozorovano malé mnozstvi navazané¢ho benzoatu. Pro zjisténi zda dochazi k modifikaci

HA, byly pouzity NMR techniky *H, DOSY a HSQC.

6.1.8.Modifikace HA a DL-a-tokoferyl-sukcinatem
DL-a-Tokoferyl-sukcinat (Obrazek 45, TOSU) je derivatem tokoferolu, coz je jeden

z lipofilnich vitamint (vitamin E). Tokoferol se miize vyskytovat v osmi stereoformach, a
a-tokoferol je v Zivoc¢isnych tkanich nejvice zastoupena forma. a-Tokoferyl-sukcinat je
kancerostatickd latka indukujici apoptézu cilenim na vazebnd mista ubichinonu

v dychacim komplexu IT mitochondrii nadorovych bungk. ™’

Obrazek 45: Struktura TOSU.

7 ¥
8 ovSem tento

Hyaluronan modifikovany DL-a-tokoferyl-sukcinatem byl jiz popsan,’
derivat byl napojen amidovou vazbou na karboxylovou skupinu HA, ¢emuz ptfedchazelo
pfevedeni HA na kyselou formu (degradace fetézce) a tprava TOSU na formu vhodnou

k napojeni na karboxylovou skupinu.
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V nasem piipadé byl TOSU na HA navazan vyuzitim stejného postupu jako v ptipadé
o-fenylmastnych ~ kyselin.  Vychozi molarni  pomér  disacharidu HA a
DL-a-tokoferyl-sukcinatu byl zvolen 1:0,7 podle optimalniho poméru disacharidu HA a
11-tolylundekanové kyseliny. Koncentrace HA Vv rozpoustédlech (H,O + IPA) byla
pokazdé 3,1 (hm./obj.), a molekulova hmotnost HA byla 15 kDa. DL-a-Tokoferyl-sukcinat
je stericky dosti narocné modifikacni Cinidlo a poskytlo pouze derivaty s nizkym DS (1,1

%).

Ptipravené derivaty byly charakterizovany (1H NMR, IC) a pouzity pro piipravu micel
s resveratrolem. U téchto micel byla urcena vazebna kapacita, velikost a C-potencial. Dale

byla stanovena dynamicka viskozita roztokt téchto derivat,, CAC a cytotoxicita.

6.2. Stanoveni stability micel s FRET barvivy
Jednou z dilezitych vlastnosti nosict 1é¢iv je jejich stabilita ve fyziologickém prostiedi.

Po intraven6znim podani na micely pusobi okolni prostiedi (pH, soli), dostavaji se
do kontaktu s riznymi buiikami a zejména proteiny a nastava vyrazné fedéni. Pro pouziti
Vv klinické praxi musi micely zlstat intaktni, aby mohly branit pfed€asnému uvolnéni
1é¢iva. "9 Jako nejvetsi zdroj problémi se v zivém prostiedi jevi rychléd difuze G€innych
latek z micel a pfitomnost krevnich proteint (albumin, a-, B- a y-globuliny), které se
mohou adsorbovat na povrch micel.*’**® Adsorpce sérovych proteinii mize indukovat
pred¢asné uvolnéni 1é¢iva z micely diky Stépicimu efektu, ktery muze nastat diive, nez

micely doséhnou cilovych mist.'®!

Interakce povrchu micely a proteinu vyrazné narusi
hydrofilné-lipofilni rovnovadhu micely a ta tim ztraci schopnost shlukovéani. Uvoliovani
1é¢iv z micel nastava také difuzi, kterd zavisi na nékolika faktorech jako je charakter (tj.
hlavn¢ hydrofobicita) substituenti tvofici jadro micely, CAC polymeru, ze kterého je
micela sloZena, molekulovd hmotnost a molarni objem lé¢iva ¢i charakter pouzitého

polymeru.

Nekteré publikacelgz'184

popisuji pozitivni U€inek polyethylen glykolu (PEG) vazaného
kovalentné na polymer (tzv. pegylace) na stabilitu micel. Mechanismus u¢inku zbytku
PEG spocivda v branéni rozeznavani obrannym systémem organismu, napiiklad
makrofagy.'®® PEG (zpravidla 0 Mw=2-5 kDa) byva &asto pouzivan konjugovany

183 84

s micelami pfipravenymi z jiného polymeru, napt. HA'®® &i modifikovaného chitosanu,*

nebo jako soudast kopolymeru.’® Jiné vyzkumné skupiny viak naopak popisuji interakce
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mezi PEG a proteiny nebo PEG-indukovanou tvorbu protilatek'®” a to i navzdory tomu, e

PEG je obvykle povazovéan za biokompatibilni polymer.*®

Prilis rychlé a nekontrolované uvoliovani 1é¢iv z nosi¢i omezuje jejich aplikace.
Pro zjisténi in vitro stability polymernich micel v séru se pouziva metoda zaloZena
na principu fluorescen¢niho rezonanéniho pienosu energie (FoOrster resonance energy
transfer, FRET). Tato metoda vyuziva nezatfivého pienosu excitacni energie mezi dvéma
barvivy oznacovanymi jako donor a akceptor. KdyZ jsou ob¢ tyto molekuly inkorporovany
V jedné micele a excitovany vhodnou vinovou délkou, miize nastat diky blizkosti molekul
pfenos energie mezi témito molekulami, coz se projevi poklesem intenzity fluorescence
donoru a narstem intenzity fluorescence akceptoru.'® Jako donor/akceptorovy par se
Casto vyuzivaji dvojice proteinii odvozenych od GFP (green fluorescence protein), nebo
pary vhodnych syntetickych barviv, naptiklad fluorescein/rhodamin. V nasem piipad¢ byla
pouzita dvojice barviv DiO (3,3’-dioktadecyloxakarbocyanin chloristan) a Dil (1,1'-
dioktadecyl-3,3,3",3"-tetramethylindikarbocynin chloristan) (Obrazek 46).

s )
NWN
/ clo, \

H37c18 C18H37

Dil DiO

Obrazek 46: Struktura barviv Dil a DiO.

Excita¢ni vilnova délka donoru (DiO) je 484 nm, po pienosu energie na akceptor (Dil)
dochéazi k vyzateni energie o vinové délce 565 nm. Energeticky pfenos nastane pouze
tehdy, jsou-li molekuly donoru a akceptoru ve velmi tésném kontaktu. Kdyz dojde
k rozpadu micel a molekuly jsou uvolnény do prostfedi, oddali se od sebe a FRET efekt
Vymizi.181’188 V takovémto piipad¢ dojde k posunu piku emise z 565 nm k 501 nm, coz

odpovida fluorescenci samotného donoru.
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Obrazek 47: Emisni spektrum micel derivatu HA—4C v riiznych roztocich (vlevo), emisni spektra
micel derivatu HA—4C v pfitomnosti roztoku albuminu v ¢ase (vpravo).

Obrazek 47 (vlevo) zachycuje emisni spektrum micel HA—4C. Modra linie odpovida
micelam rozpusSténym v roztoku albuminu, cervena linie pak micelam rozpuSténym
v 0,9 % vodném roztoku NaCl (fyziologicky roztok) a zelena linie odpovida roztoku micel
v1cm® 0,9 % vodném roztoku NaCl s ptidavkem 3 cm® acetonitrilu. Pfidani acetonitrilu
k micelam zpisobuje jejich destrukci a uvolnéni FRET barviv do roztoku. Naproti tomu
ve fyziologickém prosttedi (Obrazek 47 vlevo, Cervend linie) nepozorujeme pik pii 501
nm, coz naznacuje, ze micely zdstavaji stabilni. V pfitomnosti albuminu se micely Sice
pomalu rozpadaji (maly pik pfi 501 nm, Obrazek 47 vlevo, modré linie), ale zaroven je
zachovano zna¢né mnozstvi intaktnich micel. Jsou-li micely v pfitomnosti albuminu
nestabilni, je mozné v emisnich spektrech pozorovat v €ase zvySovani intenzity piku

pfi 501 nm a snizovani piku pii hodnoté 565 nm (Obrazek 47, vpravo).

6.2.1.Stanoveni stability micel
Micely s FRET barvivy byly pfipraveny odpafovaci metodou. Donor i akceptor (DiO a

Dil) byly rozpustény v IPA a tento roztok byl smisen s vodnym roztokem modifikované
HA, do jehoZ micel méla byt tato barviva inkorporovana. Pomalym odpafenim

rozpoustédel doslo k vytvotfeni micel a uzavieni téchto barviv do jader micel.

Stabilita pfipravenych micel byla studovana sledovanim fluorescence inkorporovanych
barviv v ¢ase. Pfipravené micely s enkapsulovanymi FRET barvivy byly bezprostfedné
pfed méfenim rozpustény ve fyziologickém roztoku v ptitomnosti hovéziho sérového
albuminu o koncentraci 40 mg-cm 3, coZ odpovida koncentraci analogického proteinu
v lidském séru.'® Roztoky micel byly pfipraveny v koncentracich 0,5 a 1,5 mg-cmfs.
Prométeny byly i derivaty HA modifikovaného stejnym modifika¢nim ¢inidlem, ale lisici
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se molekulovou hmotnosti pouzittho HA. Stabilita micel nosi¢e byla stanovena
porovnanim intenzit pikG akceptoru a donorulp/(Ipitlpio). Ziskané vysledky byly

zaneseny do grafa znazornujicich zavislost poméru Ipi/(Ipii+Ipio) na gase. %0

Na Obrazku 48 jsou vysledky sledovani stability micel derivati HA-4C v piitomnosti
albuminu. Z Obrazku 48 vlevo je patrné, Ze jiz v Case nula (prvni méfeni) ihned po
rozpus$téni micel v roztoku albuminu, dochazelo k jejich rozpadu a to pii obou studovanych
koncentracich, 0,5 i 1,5 mg-cm°. Tento proces pokracoval velice rychle a jiz b&hem prvni
hodiny po vystaveni pusobeni roztoku albuminu byla velka ¢ast micel nekompaktni. Na
Obrazku 48 vlevo je vyneseno srovnani rozdili stabilit micel derivatt HA—4C s HA M,=6
kDa (DS=32 %) pii koncentraci 0,5 a 1,5 mg-cm °, vpravo jsou srovnany micely tychz
derivatt pfipravenych z HA 0 My=15 kDa (DS=36 %) pii tychz koncentracich jako
v predchozim ptipad¢. V obou piipadech zlstavalo zachovano vétsi mnozstvi intaktnich
micel pfi vySSich pocateénich koncentracich, nicméné i tak byla jejich stabilita velmi

Spatna. Také zde bylo mozné pozorovat rychlejsi degradaci pro méné koncentrované

roztoky, coz souhlasi s jiz diivé&jsimi pozorovanimi.'®
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Obrazek 48: Stabilita HA—4C derivata v ¢ase 0—24 h.

Na Obrazku 50 vlevo je porovnana stabilita micel derivatt HA-8C (Mw =15 kDa, DS=37
%) a HA-Fmoc (Mw=15 kDa, DS=14 %) pii koncentraci 1,5 mg~cm*3. Je patrné, Ze
stabilita téchto derivati byla takika totoZzna, ptestoze diive bylo pozorovano zvySovani
stability micel se zvySovanim délky alifatického fetézce modifika¢niho ¢inidla (Obrazek
49). Z tohoto duvodu byla pro micely derivatu HA—Fmoc ocekavana vétsi stabilita nez

pro micely derivaitu HA-8C. Dlvodem tohoto jevu miiZze byt pfitomnost hydrofilnich
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skupin v fetézce alkyla¢niho ¢inidla Fmoc, které mohou branit vytvoreni micel odolngjsich

ataku krevnich proteinti (zde konkrétn€ albuminu).

Obrazek 49: Struktury substituentli navdzanych na HA.

Na Obrazku 50 vpravo je zachycen trend zavislosti stability micel na délce alifatického
fetézce pouzitého modifikacniho ¢inidla pro derivaty HA-4C, HA-6C, HA-8C a HA-11C.
Z poméru lpi/(Ipit+lpio) lze pozorovat, ze stabilita micel s délkou fetézce stoupala.
Pomaleji se rozpadajici micely si zachovavaly tento pomér v ¢ase vys$si. Prodluzovani
délky tetézce pravdépodobné umoznuje lepsi usporadani jadra micely (benzenovych jader
modifika¢niho ¢inidla) a vytvofeni stabilngjsi micely. Micely derivatu HA-11C se jevily
jako téméf optimalné stabilni a béhem sledovani dochazelo k rozpadu jen zanedbatelného

mnozstvi micel.
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Obrazek 50: Srovnani stability HA-8C a HA—Fmoc (vlevo), srovnani stability micel derivati HA—
4C, HA-6C, HA-8C a HA-11C, Mw=15 kDa, c=1,5 mg-cm > (vpravo).

Na Obrazku 51 je zobrazeno porovnani stability micel pfipravenych z derivati HA-6C
lisicich se molekulovou hmotnosti vychoziho HA. Timto pokusem jsme si potvrdili
pfedpoklad, Ze stabilita micel nezavisi na molekulové hmotnosti plivodniho HA. Stupeii

substituce obou derivatl byl obdobny (DS=55 % a 47 % pro 6 a 15 kDa).
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Obrazek 51: Porovnani stability micel HA—6C 0 Mw = 6 a 15 kDa.

Pro porovnani byly zméfeny stability micel pfipravenych z HA modifikovaného
kyselinami bez aromatickych jader — kyselinami stearovou (derivat HA-C18, DS=11 %),
palmitovou (HA-C16, DS=14 %) a olejovou (HA-C18:1, DS=14 %). Tyto substituenty
maji piiblizné stejny pocet uhlikovych atomii jako substituent v derivatu HA-11C
(struktury karboxylovych kyselin pouzitych pro modifikaci HA jsou uvedeny na Obrazku

52) a jsou produktem firmy Contipro. Derivat HA—C18:1 je povazovan za velmi dobry

(0]
11C
OH

nosi¢ovy systém.

O
NWMOH Cc16
16 14 12 10 8 6 4 2
O
NWMOH c18
18 16 14 12 10 8 6 4 2

C18:1

18

Obrazek 52: Struktury karboxylovych kyselin pouZitych pro modifikaci HA.
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Micely HA—C16 jevily znamky nestability (intenzita emise donoru v Case klesd) (Obrazek
53), ale micely derivati HA-11C, HA-18C a HA-C18:1 vykazovaly akceptovatelnou
stabilitu po celou dobu experimentu. Pokud porovname stability téchto micel se stabilitami
micel derivatu HA-11C, mizeme konstatovat, ze stabilita micel piipravenych z nového
derivatu HA-11C je srovnatelna se stabilitou micel HA—C18:1. Derivaty HA-11C a HA—
C18:1 vytvaii micely, které jsou v pfitomnosti albuminu stabilni, protoze ve sledovaném

¢ase nedochazelo k pozorovatelnému rozpadani micel.

= 034 HA-C18
=) e HA-11C
- HA-C18:1
011 = HA-C16

T T T T 1
0 100 200 300 1400 1500
t [min]

Obrazek 53: Srovnani stabilit micel HA-11C, HA-C18, HA-C16 a HA-C18:1
pti koncentraci 0,5 mg-cm >,

Dalsi série testovanych micel byly micely pfipravené z derivati HA a 4-alkoxybenzoovych
kyselin. Na Obrazku 54 je zachycena zavislost poméru intenzit jednotlivych FRET barviv

na Case pii koncentraci micel v roztoku 1,5 mg-cmf?’.

Vsechny testované micely (HA-HB12C, HA-HB10C, HA-HBB8C) se vsak v pfitomnosti
albuminu jevily jako nestabilni. Pro micely tohoto typu derivati nebyly pozorovany
rozdily jejich stability v zavislosti na zvySujici se délce fetézce, ale opacny trend. Jako
nejstabilnéjsi byly vyhodnoceny micely s nejkrat$im alifatickym fetézcem, tj. 8 uhlikd.
Mozné vysvétleni tohoto trendu je branéni tvorby m---m interakci mezi benzenovymi kruhy
jadra micely alkylovymi fetézci. Tahle teorie vSak nevysvétluje, pro¢ stabilita s délkou
fetézce klesd, protoze stabilita micel z derivath HA a kyseliny palmitové a stearové méla
vzrustajici tendenci.  Jinym moznym vysvétlenim klesajici stability je piitomnost
fetezec v ptipad€ palmitové ¢i stearové kyseliny) a neumozni tak tésnéj$i usporadani jadra

micel. Micely pak nejsou dostatecné¢ kompaktni a snaze dochazi k jejich rozpadu.
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S klesajici délkou alifatického fetézce 4-alkoxybenzoovych kyselin jsou pak micely

wewvr

kompaktngjsi a tedy i stabilngjsi.
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Obrazek 54: Stabilita micel v ¢ase v ptitomnosti albuminu.
Micely vSech derivatt HA modifikovanym 4-alkoxybenzoovymi kyselinami byly
vyhodnoceny jako v ¢ase malo stabilni a malo odolné krevnim proteinim, a tudiz
nevhodné pro pouziti jako nosi¢ovy systém. Naproti tomu, stabilita micel derivatu HA—
11C byla velmi dobra, coz by umoznilo aplikaci takového nosicového systému do krevniho

fecCiste.

Vyse zminéné vysledky ukazuji na fakt, Ze pro stabilitu micel je velmi dilezitym faktorem
koncentrace testovanych micel a také struktura jejich jader. ProtoZe stabilita micel stoupa
s délkou alifatického fetézce m-fenylmastnych kyselin, je mozZzné, ze delsi fetézec umozni
lep$i usporadani jadra a tedy zajisti vEtsi ,,pevnost™ micel a jejich stabilitu. Naopak nebyla

pozorovana zavislost stability micel na pouzité¢ molekulové hmotnosti HA.

6.3. Stanoveni kritické asocia¢ni koncentrace

6.3.1.Fluorescenc¢ni stanoveni kritické asocia¢ni koncentrace

Kriticka asocia¢ni koncentrace (CAC) je vyznamny ukazatel kvality polymernich micel
popisujici hrani¢ni koncentraci, pii které dochazi k samoshlukovani (¢i naopak rozpadu

micel).'**

U latek schopnych tvotit micely se CAC zpravidla stanovuje proméfenim série roztoki
0 rozdilné koncentraci pfipravenych rozpusténim micel s inkorporovanou fluorescenéni
sondou. Koncentrace roztokli je nutno zvolit tak, aby v nejméné koncentrovanych
roztocich byl amfifilni derivat ve formé¢ samostatnych fetézct (v takovém piipadé nejsou

pfitomny micely a fluorescen¢ni sonda je uvolnéna v roztoku). Nejvice koncentrované
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roztoky by pak zcela urcit¢ mély obsahovat micely. Jako fluorescencni sonda se nejcastéji

192-194 : y e o “
Pyren je ve vodé nerozpustna latka poskytujici fluorescenéni spektra

vyuziva pyren.
Vv zavislosti na povaze prostiedi (polarni roztok/nepolarni prostfedi jadra micely).193 Je-li
stanovovany derivat v podob¢ klasického roztoku (micely nejsou vytvoreny), pyren je
dispergovan ve vodném prostfedi. V okamziku, kdy dojde ke tvorbé micel, pyren je
uzavien v hydrofobnim jadfe micely a poskytuje jiné fluorescencni spektrum. Pyren
poskytuje ve fluorescenénim spektru pét vyraznych pika. Pik p#i vinové délce 383 nm je
nejcitlivéjsi na zménu polarity prostfedi.195 Kritickd asociacni koncentrace se zjisti
vynesenim pomért intenzit pikli pyrenu pfi vinovych délkéch 383 a 372 nm vici logaritmu

koncentrace jednotlivych roztoku.

Micely derivitu  HA-4C s inkorporovanym pyrenem byly pouzity pro piipravu
koncentraéni fady roztokil v rozmezi 0,001-0,008 mg-cm® (Obrazek 55 vlevo). Obrazek
55 vpravo znazornuje vysledky stanoveni CAC pomoci pyrenu jako fluorescencni sondy

prevzaté z literatury.'*®

Hledand CAC odpovida bodu zlomu zavislosti (oznaceny Sipkou).
Pribéh zavislosti méfeni CAC micel derivatu HA—4C je odlisny od ocekavaného, tedy
od prub¢hu zavislosti uvedeného v literatufe. Naméfena data nevykazuji zadny zlom
Vv kiivce (méfeni bylo opakovano i s vétSim mnoZstvim bodl a byla upravovéana osa Y,
abychom zjistili, zda jen neni Spatné zvolené méfitko). Bylo pozorovano pouze snizovani
intenzity emise se stoupajici koncentraci roztokd (Obrazek 56). Toto pozorovani mizeme
interpretovat naptiklad tak, ze CAC v tomto rozsahu koncentraci nenastava. Nicméné, tuto
moznost jsme vyvratili stanovenim CAC s Nilskou cerveni jako fluorescen¢ni sondou

v

(bude diskutovano dale). Pravdépodobnéjsi je ale varianta, Ze mize dochézet ke zhaSeni

fluorescence. Protoze bylo toto méfeni opakovano, lze vyloucit chybu zapfi¢inénou

naptiklad nespravnou koncentraci ¢i jinou nespravnou piipravou roztokd.
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Obrézek 55: Emisni spektra micel s inkorporovanym pyrenem (vlevo), data z literatury**®
(vpravo).
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Obrazek 56: Emisni spektra micel s inkorporovanym pyrenem.

Me¢tenim fluorescence za pomoci pyrenu tedy CAC nemohla byt stanovena. Je ovSem
popsany jiny piistup vedouci ke zjisténi CAC derivati, ktery by mohl nesndze s mefenim
emisnich spekter pyrenu obejit. Vyzkouseli jsme tedy zméfit nikoliv emisni, ale absorpcni
spektra.l% Absorpéni spektra (Obrazek 57, vlevo) vSak vykazovala stejnou nepravidelnost
v zévislosti na koncentraci jako spektra emisni a vynesenim zavislosti poméru intenzit
(pikt pfi vinovych délkach 335 a 326 nm) na logaritmu koncentrace do grafu (Obrazek 57,

vpravo) opét neumoznilo zjistit CAC.
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Obrazek 57: Absorpcni spektra roztokli micel s inkorporovanym pyrenem.
Abychom vyloucili moznost, Ze problém nastava napiiklad jen pfi fluorescencnich
meéfenich, byla provedena méfeni pomoci UV/Vis spektroskopie. Nejprve byla proméifena
kalibra¢ni ktivka samotného pyrenu a poté roztoky micel derivatt HA-4C. Jak roztoky
pyrenu pro stanoveni kalibracni fady, tak roztoky micel byly pfipraveny dvakrat, protoze
vysledky ziskané z prvniho méfeni nemély logickou zavislost (se snizujici koncentraci
micel se nesnizuje mnozstvi pyrenu) a druhé méfeni mélo tyto vysledky bud’to potvrdit

nebo ziskat vysledky spravné.

Tabulka 12: Vysledky UV/Vis stanoveni mnozstvi pyrenu.

c[mgem™] % [wiw]

A 2 0,15
B 0,07
A 1 0,32
B 0,16
A 0.5 0,18
B 0,19

Z Tabulky 12 je patrné, Ze méfeni mnozstvi pyrenu v nosic¢i neni reprodukovatelné. Tyto
dva typy meéteni (fluorescenéni i UV/VIis) naznacuji, ze problém muze byt zpisoben

naptiklad interakcemi mezi pyrenem a hydrofobnim jadrem micely.

Z divodu neuspésného stanoveni CAC amfifilnich derivati HA pomoci pyrenu jako
fluorescenéni sondy byl pyren nahrazen Nilskou &erveni.'®’ Postup tohoto stanoveni je
totozny jako v ptipad¢ pouziti pyrenu. Na Obrazku 58 je ukazana zavislost intenzity zareni
na koncentraci micel derivatu, jehoz CAC je stanovovéna, v tomto piipadé derivatu HA—

4C. Prabéh kiivky v tomto obrazku je optimalni pro stanoveni hodnoty CAC. Hodnota
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CAC byla nalezena pfi koncentraci 0,003 mg-em ™ jako prisedik primek prolozenych
obéma rameny zavislosti. Stanovené hodnoty CAC derivati o-fenylmastnych kyselin jsou
shrnuty v Tabulce 13. Derivaty pro méfeni byly vybrany tak, aby mély zhruba stejny DS.
Nicméné je patrné, ze stoupajici délka alkanového fetézce w-fenylmastné kyseliny nemé na

hodnotu CAC vyrazngjsi vliv.
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Obrazek 58: Zavislost intenzity zafeni na koncentraci micel derivatu HA—4C.
Na Obrazku 59 je uvedeno srovnani pribéhti kiivek zavislosti intenzity zareni
fluorescen¢ni sondy na koncentraci roztokli derivatu HA. Intenzita fluorescence Nilské
cerven¢ inkorporované do derivaitu HA-11C nariistd vyrazn€ strméji neZ intenzita
fluorescence Nilské ¢ervené inkorporované do derivatu HA—4C. Tenhle trend napovida, zZe
derivait HA-11C v okamziku piekroceni hodnoty CAC zacind vytvaret velmi kompaktni

micely, které fluorescencni sondu pevné uzaviou do svého hydrofobniho jadra.
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Obrazek 59: Srovnani kiivek micel derivatat HA-4C a HA-11C.

Stanovené hodnoty CAC jsou dostatecné nizké pro aplikace v oblasti nosi¢ovych systémda.

Hodnoty CAC polymernich micel pfipravenych zroubovanych polymerii popsanych

Vv literatuie se pohybuji ve stejnych tadec

h198,199 191,192,194

¢i jsou fadove vyssi.

Tabulka 13: Hodnoty CAC jednotlivych derivata.

Derivat DS[%] CAC[mgcm ]
HA-4C 14 0,004
HA-6C 15 0,003
HA-8C 18 0,003
HA-11C 13 0,003
HA-karb 7 0,001-0,002
HA-TOSU 1 0,001

o024

11-bromundekanové kyseliny lze

predpokladat niz§i CAC. Kfivka zavislosti intenzity

zafeni na koncentraci pro derivat HA—karb (DS=7,1 %) je uvedena na Obrazku 60.

Pro srovnani je zde uvedena i taz zavislost derivatu HA-11C (DS=14,4 %). Agregace

derivatu HA—karb nastava pii koncentraci 0,001-0,002 mg-cm 2. Hodnoty CAC jsou pro

oba tyto derivaty blizké, pribéh kiivek se vSak lisi. Ktivka derivatu HA—karb po dosazeni

CAC stoupa vyrazné strmé&ji nez kiivka derivatu HA-11C. Tento rozdil lze opét piisoudit

tvorbé kompaktnéjSich micel. Zde

je nutno zminit fakt, ze derivat HA—karb ma zhruba o
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polovinu niz§i DS (DS=7,1 %) oproti zbyvajicim derivatim série HA—wo-fenylmastna

kyselina (DS=15 %).
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Obrazek 60: Srovnani tokovych k¥ivek roztoka derivatt HA—karb, HA-11C a HA-TOSU.

Také hodnota CAC derivatu HA-TOSU byla stanovena fluorescencné za vyuziti Nilské
Cervené jako fluorescenéni sondy. V tomto piipadé ma CAC hodnotu 0,001 mg'Cmfg,
obdobn¢ jako derivat HA—karb.

Na zékladé téchto vysledkil 1ze konstatovat, ze hodnota CAC neni vyrazngji ovlivnéna
strukturami pouzitych substituentti. Zajimavé je vSak srovnat pribéh kiivek jednotlivych
typt micel. Srovnani prubéht kiivek (napiiklad Obrazek 60 nebo Obrazek 61) vede
k uvaze, ze u derivatt HA-TOSU a HA—Karb, oproti ostatnim derivatim, muze dochazet
pii dosazeni hodnoty CAC k vyraznému asociacnimu chovani derivatu a vytvéreni
kompaktnich micel zajiSt'ujicich tésny kontakt mezi fluorescencni sondou a hydrofobnim
jadrem micely.

6.3.2.Stanoveni CAC pomoci izotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie

Izotermalni titracni kalorimetrie (ITC) je zavedena analytickd technika rutinn€ pouZivana
ke zjistovani termodynamickych parametrt mnoha chemickych a biologickych systémi a
déja. Tvorba micel je termodynamicky proces, tudiz je teoreticky mozné pomoci ITC
stanovit CMC/CAC™ (ref?®), entalpii, entropii a volnou energii micelace amfifilnich
derivati. ITC technika je zalozena na méfeni tepla, které je uvoliiovdno ¢i absorbovano

201

behem interakci komponent systému.” Tato technika je vysoce citliva, a tudiz ptedci

™ Termin CMC se pouziva tehdy, hovotime-li o surfaktantech, kdezto pro polymerni systémy se pouziva
termin CAC.
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vvvvvv

dielektrické konstanty.?%%?%

Nicmén¢, podminkou nutnou je, aby studovany proces mél
dostate¢né tepelné zabarveni. Stanoveni CAC polymert touto technikou je vyhodné z toho
divodu, ze polymer nemusi byt pro stanoveni nikterak upravovan, modifikovan ¢i znacen.
Stanoveni CMC/CAC pomoci ITC??* probiha tak, Ze mikrobyreta kalorimetru je
naplnéna roztokem surfaktantu/polymeru, ktery je po malych davkach pridavan do cely
obsahujici totéz rozpoustédlo (zpravidla voda nebo pufr), které bylo pouZzito pro rozpusténi
surfaktantu/polymeru. Béhem prvnich piidavkl, kdy je v cele jen nizkda koncentrace
surfaktantu/polymeru, jsou pozorovany tepelné efekty signalizujici disociaci pridavanych
micel. V okamziku kdy koncentrace surfaktantu/polymeru piesahne hodnotu CMC/CAC,
k disociaci jiz nedochazi a termické efekty se vyrazné snizuji (Obrazek 61). Nepatrné

entalpické zmeény, které jsou poté pozorovany, nalezi fedéni micel a nikoliv jejich
203

rozpadu.
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Obréazek 61: Zaznam titrace roztokem polymeru.?®
Na Obrazku 62 vlevo je ukazana kiivka zavislosti entalpie na koncentraci amfifilniho
polymeru (HA modifikovany oktadecenyl sukcinanhydridem). Na této kiivce je patrné, ze
pfi urcité koncentraci dochézi k jejimu zlomu a od této koncentrace se tvar kiivky vyrazné
méni.’®® Nami namé&fené kiivky charakteristicky zlom v pouzitém intervalu koncentraci
nevykazovaly (viz naptiklad méfeni derivatu HA—4C na Obrazku 62 vpravo). Prométeno
bylo n¢kolik vzorka derivatit HA—4C (o riznych DS), HA-6C, HA-8C, HA-11C i HA-
C18:1 a vybrané vzorky byly proméfeny v riznych koncentracich 0,033; 0,33; 3,27; 9,6 a

16,5 mg-cm . Bohuzel v z4dném p¥ipadé nebyl pozorovan zlom entalpické kiivky.
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Obrazek 62: Zlom kiivky zavislosti entalpie na koncentraci polymeru, obrazek z literatury
vlevo 205, zavislost entalpie na koncentraci nasich derivatu.
p

6.4. Dynamicka viskozita

Dynamickd viskozita je mirou vnitiniho odporu zptisobeného vnitinim mezimolekulovym
tfenim, ktery musi kapalina pfekonat, aby doslo k jejimu toku. Cim vétsi mezimolekulové
sily jsou, tim vyS$$i je dynamicka viskozita roztoku. Viskozita roztoku pravdépodobné
souvisi s rychlosti uvoliiovani 1é€iva z nosiCovych systémi. ZvySujici se viskozita roztoku
nosicového systému pravdépodobné¢ zpisobuje pomalejsi uvoliovani 1éCiva
ze systému. %" Pomalé uvoliiovani 16¢iva je velmi dilezity parametr, ktery by mély

nosi¢ové systémy spliiovat.

Na Obrazku 63 je znazornéna zavislost dynamické viskozity (osa y) na smykové rychlosti
(osa x). Porovnany jsou derivaty s DS okolo 40 % a piirodni HA. Z grafu je vidét, ze
viskozita roztokl derivatl stoupd s délkou fetézce modifikacniho ¢inidla. Derivat HA-11C
nebyl s tak vysokym DS pfipraven, a neni tedy mozné viskozitu jeho roztoku porovnat

S ostatnimi derivaty této fady.
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Obrazek 63: Dynamicka viskozita pfirodniho a modifikovaného HA (DS=40 %).

V Obrazku 64 je zanesena obdobna zavislost, ale pro roztoky derivatt s DS okolo 17 %.
Zde je pozorovan stejny trend jako v ptipadé roztoka derivati s vy$sim DS, tedy viskozita
stoupajici s délkou ftetézce alifatického cinidla. Nejvyssi viskozita byla pozorovana
uroztoku derivatu HA-11C. Jeho viskozita je dokonce vyssi nez viskozita roztoki
derivath s DS=40 %. Vysoka viskozita roztoku tohoto derivatu byla pozorovéana jiz
pouhym okem, protoZe derivaty HA-4C, HA-6C a HA-8C vytvafely malo viskdzni

roztoky, kdezto derivat HA—11C vytvofil pii stejné koncentraci homogenni gel.
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Obrazek 64: Dynamicka viskozita pfirodniho a modifikovaného HA (DS=17 %).

Viskozita stoupajici V zavislosti na délce fetézce modifikacniho cinidla mize byt
zpusobena pevnéj§im propletenim hydrofobnich fetézci a mlze poukazovat na silu

hydrofobnich interakci v jadie micel a vytvoreni kompaktné;jsi micely.208
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Dynamicka viskozita byla sledovana také u derivatt HA—karb s riznym DS. Derivaty byly
ve viskozité roztokd derivati s riznym DS. Viskozita roztokt derivatt HA-karb byla
zméfena a porovnana jak mezi sebou (aby bylo mozné vyvodit zavéry, do jaké miry je
dynamicka viskozita zavisla na hodnoté DS derivati) tak s viskozitou roztoku derivatu
HA-11C. Vzorky pro tato méfeni byly pfipraveny stejnym zptsobem jako vzorky série
derivatt HA-o-FAK. Na Obrazku 65 jsou znazornény tokové kiivky derivatt HA—karb
sriznymi DS, které jsou srovnany stokovou kiivkou derivatu HA-11C. Lze zde

pozorovat velké rozdily hodnot dynamické viskozity derivati s téméf shodnym DS.

HA-karb (DS=5,5 %)
HA-karb (DS=5,4 %)
HA-karb (DS=7,1 %)

10000 o

10004, ceuteen, HA-karb (DS=3,4 %)
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Obrazek 65: Tokové kiivky derivatt HA—karb s riznymi DS.
Vyrazné rozdily dynamické viskozity roztoki téchto derivatl jsou zarazejici. Vysvétlenim
téchto vysledki by mohla byt neexistujici zavislost mezi DS a dynamickou viskozitou
roztokli. Pro srovnani byly proto méfeny roztoky derivati HA-—Karb, které byly
syntetizovany za stejnych podminek (¢imz se predpoklada ptiprava derivati se stejnymi
vlastnostmi). Nicméné ani v tomto piipadé (Obrazek 66) nevykazovaly roztoky stejnou
viskozitu. Obdobny problém s témito derivaty, tedy vyrazné rozdily v chovani derivati,
které mély byt velmi podobné, vSak byl pozdé€ji pozorovan i u inkorporace modelové latky
do micel téchto derivata (viz kapitola 6.5). Nevyzpytatelné chovani tohoto derivatu muze
byt zplisobeno napiiklad nedokonalym ,,sklddanim* hydrofobnich substituentl uvnitf
micely. Karbazolovy heterocyklus je stericky naro¢ny a uspotradani hydrofobnich fetézct
hodnotou CAC) dochézi k nahodnému sbalovani polymerniho fetézce a muze tak dojit

k takovému usporadani jadra, které neni energeticky piili§ vyhodné. V takovém piipadé by
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mohly byt vlastnosti micel rozdilné i tehdy, byly-li derivaty pouzité pro jejich vznik

pfipravené za stejnych reakénich podminek.

HA-Karb_1 (DS=4,1 %)

. e HA-karb_2 (DS=3,8 %)
104 tte,, * HA-karb_3(DS=4,4 %)
eo,* nativni HA (15 kDa)
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Obrazek 66: Tokové kiivky derivatt HA—karb ptipravenych za stejnych podminek.
Jako posledni srovnavany derivat byl proméfen derivat HA-TOSU a vysledky byly
porovnany S HA-11C (Obrazek 67). Dynamicka viskozita derivaitu HA-TOSU je nizsi.
Derivat je tedy mén¢é viskozni, coz bylo pozorovano i prostym okem, nebot HA-TOSU
derivat vytvoril, na rozdil od derivatu HA-11C, jen husty roztok a nikoliv gel. Podle
trendu, ktery byl pozorovan pro roztoky derivati HA—w-FAK by tento vysledek mél
poukazovat na mozZnou niz8i vazebnou kapacitu nez je vazebna kapacita micel derivatu
HA-11C. Toto o¢ekavani se vSak nepotvrdilo, jak naznacuji vysledky stanoveni vazebné

kapacity téchto micel (kap. 6.5).
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Obrazek 67: Tokové ktivky derivatt HA-TOSU, HA-11C a ptirodniho HA.
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Meéieni dynamické viskozity ukazalo, ze u derivath HA—w-FAK stoupa viskozita jejich
roztokd s délkou alifatického ftetézce. U derivati HA-karb vSak podobna zavislost
pozorovana nebyla. Vzhledem Kk porovnani vysledkti vazebnych kapacit micel derivath
HA-11C a HA-TOSU a viskozit téchto derivati lze usoudit, Ze tato metody (méfeni

dynamické viskozity) nelze pouzit pro predikci bazebné kapacity micel.

6.5. Studium inkorporace modelovych latek do micel
Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit hypotézu, ze aromatické biologicky aktivni latky

(naptiklad 1éciva) budou v micelach na bazi aromaticky substituovaného HA pevnéji

inkorporovany nez v miceldch na bazi alifaticky substituovaného HA.

Me¢fteni miry inkorporace vybranych aromatickych biologicky aktivnich latek do micel
ziskanych z pfipravenych derivati ukazalo, zda a do jaké miry byla vazebna kapacita micel
ovlivnéna délkou alifatického fetézce modifikacniho Cinidla a stupni substituce derivati.
Vazebna kapacita téchto micel pifipravenych z aromaticky modifikovanych HA poté byla
porovnana s vazebnou kapacitou micel ziskanych 2z amfifilnich derivati HA

modifikovaného nearomatickymi modifika¢nimi ¢inidly.

Jako vhodné biologicky aktivni latky byly vybrany klotrimazol a fenyl-salicylat.
Klotrimazol (Obrazek 68) je vyznamné antifungalni 1é¢ivo plisobici proti Sirokému spektru
plisni, ale je velmi malo rozpustny ve vod& (0,49 pg-cm 2).2%#0 Klotrimazol inhibuje
enzym cytochrom P450 14a-demethylazu, ktery je nezbytny pii syntéze bunécné
membrany plisni. Klotrimazol vykazuje antimykotickou aktivitu vici plisnim Candida

210

spp., Cryptococcus spp., dermatofytim, Aspergillus spp. a dalsim.”~ Nejvice se

. X Clen rox Ly - 211
klotrimazol pouZziva pro 1écbu infekei kiize (vEetné nehtil) a sliznic.

(J

Obrazek 68: Struktura klotrimazolu.
snizujici a protirevmatické ucinky. Je zndmo, Ze se pouziva proti zanétim stiev ¢i jako
povrchova desinfekce.?*? Intestinalni antiseptické ucinky fenyl-salicylatu jsou umoznény

jeho hydrolyzou v tenkém stievé, kde vznika fenol. 3
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OH

Obrazek 69: Struktura fenyl-salicylatu.

Micely byly pfipraveny odpafovaci metodou. Derivat HA byl rozpustén ve vodé a
do tohoto roztoku byla pfidana modelova latka (klotrimazol nebo fenyl-salicylat)
rozpu$téna v IPA a rozpoustédla byla odpafena. Vzorky k méfeni vazebné kapacity (DL)
byly piipraveny tak, Zze k 10 mg vzorku byly pfidany 2 cm® vody. Po Gplném rozpusténi
byl ptidan IPA (8 cm®), roztok byl promichéan a piefiltrovan pres nylonovy filtr (0,22 pm).
Hodnoty DL byly stanoveny pomoci HPLC chromatografie. Nejprve byly piipraveny a
prométeny kalibracni roztoky modelové latky a vytvorena kalibra¢ni ptimka. Néasledné byl
proméfen roztok rozbitych micel, ve kterych byla pfedem inkorporovana modelova latka, a

spocitano bylo mnozstvi uvolnéné modelové latky.

Tabulka 14: Vazebna kapacita micel s inkorporovnym klotrimazolem.

Derivat DS [%] DL [%]

1 HA-4C 13,4 5,37
2 HA-4C 41,6 6,26
3 HA-6C 15,3 7,35
4 HA-8C 13,1 6,96
5 HA-11C 14,4 6,53
6 HA-C18:1 14,0 4,25

Pro méteni DL byly vybrany derivaty HA—4C az HA-11C se stupném substituce cca 14 %
(Tabulka 14, radky 1, 3-6). V tomto piipadé inkorporace klotrimazolu nebyla pozorovana
zéavislost vazebné kapacity micel téchto derivati na délce alifatického fetézce navazanych
modifika¢nich ¢inidel. Derivat HA—4C byl testovan i s DS vyrazné¢ vyssSim (41,6 %)
(Tabulka 14, srovnej fadky 1 a 2). ZvySeni DS derivatu pouzitého pro tvorbu micel sice

zpuisobilo zvySeni vazebné kapacity, ale rozdil je pomérné maly.

V Tabulce 15 jsou shrnuty vysledky vazebné kapacity micel s inkorporovanym

fenyl-salicylatem. Ani zde nebyla pozorovana vyrazna zavislost DL na pouzitém derivatu.
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Tabulka 15: Vazebna kapacita micel s inkorporovanym fenyl-salicylatem.

Derivat DS[%] DL [%]

1 HA-4C 13,4 0,25
2 HA-4C 41,6 0,73
3 HA-6C 15,3 1,92
4 HA-8C 13,1 1,80
5 HA-11C 14,4 0,58
6 HA-C18:1 14,0 1,11

Mirny nartist mnozstvi inkorporovaného fenyl-salicylatu v micelach byl pozorovan u micel

popsanych v Tabulce 15, fadky 3, 4 a 6.

Tyto vysledky neodpovidaly nasim piedpokladiim. Dalo by se ocekéavat, ze DL se bude
néjakym zpusobem souvisle ménit Vv zavislosti na pouzitém derivatu (respektive
modifikaénim c¢inidle), nebo zistane naopak neménny. Divodem téchto vysledkl, ze
kterych nelze pozorovat zadny stoupajici ¢i naopak neménny trend, mize byt nespravna
ptiprava vzorkd k méfeni. Pokud vzorky micel obsahovaly i 1é¢ivo, které nebylo
inkorporované v jadru micely, ale bylo napiiklad po piipravé nedokonale odstranéno,
pteslo po rozpusténi micel ve vodeé 1é¢ivo do roztoku (a vznikne suspenze) a zpusobilo, Ze
naméfend hodnota DL neodpovidala skutecnému mnozstvi inkorporované modelové latky.
Proto byly vybrany dvoje micely (Tabulka 15, fadek 3 a 4) a vzorky ke stanoveni DL byly
pfipraveny odliSnym postupem. Po rozpuSténi vzorkd ve vod€ byl vznikly roztok
prefiltrovan pies nylonovy filtr (0,22 pm), coZ mélo odstranit v micele neinkorporovany
fenyl-salicylat, a teprve poté byly micely rozbity pfidanim organického rozpoustédla a do
roztoku byl uvolnén fenyl-salicylat inkorporovany v jadie micely. Poté bylo opakovéano
stanoveni mnozstvi fenyl-salicylatu (Tabulka 16).

Tabulka 16: Vysledky opakované¢ho stanoveni vazebné kapacity (micely s inkorporovanym
fenyl-salicylatem).

Derivat DS [%] DL [%]
1 HA-6C 15,3 0,42
2 HA-8C 14,4 0,42
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Srovnani namétenych hodnot (Tabulka 15, fadek 3 a 4 a Tabulka 16) ukazuje na moznost,
ze ve vzorku micel byla opravdu obsazena i neinkorporovana modelova latka, ktera
naptiklad adsorbovala na povrch micel diky slabym interakcim s hydrofobnim skeletem

HA, a béhem rehydratace a filtraci micel nebyla odstranéna.

Protoze vysledky métfeni vazebnych kapacit micel derivatt HA-4C, HA-6C, HA-8C a
HA-11C nedopadly podle ocekavani, byly hledany diivody tohoto jevu. Jak jiz bylo
nastinéno vyse, je pravdépodobné, Ze nedoslo k odstranéni veskeré neinkorporované
modelové latky. Ta zlstala po lyofilizaci ve smési s micelami a po rozpusténi micel byla
modelova latka rozsuspendovana ve vodném roztoku. Pro podpoteni této teorie byly
provedeny jednoduché testy kratkodobé stability modelové latky v micele. Principidlné se
jednalo o0 rozpusténi micel ve vodé a pozorovani roztoku v ¢ase. Micely, které neobsahuji
neinkorporovanou modelovou latku (a jsou ve vodném prostiedi stabilni) by mély vytvofit
homogenni roztok, ktery by se nemél ménit (kalit, sedimentovat apod.). Micely byly proto
rozpustény v demineralizované vod¢ a vzhled vzniklého roztoku byl pravidelné

kontrolovan.

V Tabulce 17 jsou shrnuty vysledky kratkodobé stability micel s inkorporovanym

klotrimazolem.

Tabulka 17:Vysledky kratkodobé stability micel s inkorporovanym klotrimazolem.

t[h]

Derivat DS[%] 1 2 3 7 22 24 25 31
1 HA-4C 13,4 - - = * * ko  kgg  *gg *g5  *gg
2 HA-4C 41,6 - - - * * * * *ss  *ss  *ss  *ss
3 HA-6C 15,3 - - - * * * * *s *s *ss  *ss
4 HA-8C 14,4 - - = * * * * * * *ss  *ss
5 HA-11C 13,1 - - = * *x x * g *s  *ss  *ss
6 HA-C18:1 14,0 - - = * * * * *s *s  *ss  *ss

— roztok bez gradientu ¢i sediment, *gradient, s malé mnozstvi sedimentu, ss sediment.

Jiz po ctyfech hodindch po rozpusténi bylo mozné u dna zkumavek pouhym okem
pozorovat vytvareni mlécn¢ zbarvené zony a na druhy den byl na dn€ pozorovan sediment
(pevna bezbarva latka). Tyto vysledky podpofily piedpoklad, Ze byl pfitomen Klotrimazol,
ktery nebyl inkorporovan v jadie micely. Vysvétlenim mohou byt malé rozméry castic

nerozpusténého klotrimazolu, coz zptisobilo jeho nedokonalé odstranéni (projde pies filtr).
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V takovém piipad¢ byl klotrimazol po rozpusSténi micel rozsuspendovdn ve smési a
pti delsim stani sedimentoval. Je také mozné, ze klotrimazol nebyl v jadfe micely

dostate¢né pevné inkorporovan a béhem doby byl uvolfiovan do roztoku.

V Tabulce 18 jsou shrnuty vysledky kratkodobé stability micel s inkorporovanym
fenyl-salicylatem. U vzorkit HA—6C a HA-8C bylo mozné jiz po tfech hodinach pozorovat
vypadavani pevné bezbarvé latky a vytvofeni sedimentu. Ostatni roztoky byly i po 24 h
bez sedimentu. Tento fakt mize byt vysvétlen tim, ze vzorky 3 a 4 obsahovaly volny
(neinkorporovany) fenyl-salicylat, ktery v (ptivodné) roztoku sedimentoval. Této hypotéze
odpovidaji 1 vazebné kapacity téchto micel stanovené pomoci HPCL. Zatimco mnozZstvi
fenyl-salicylatu v ostatnich nosic¢ich bylo velmi nizké, nosice 3 a 4 podle HPLC analyzy

navazaly 2—-8x vétsi mnozstvi modelové latky (Tabulka 15).

Tabulka 18: Vysledky kratkodobé stability micel s inkorporovanym fenyl-salicylatem.

t[h]

Derivit DS[%] 1 2 3 4 5 6 7 22 24 25 31
1  HA-4C 34 - - - - - - - - - _
2 HA-4C 41,6 - - - - - - - — - _ S
3 HA-6C 15,3 - - s S S *s  *  *g *s %3 *s
4 HA-8C 144 - - s s s *s  * %3 *s  *g *s
5 HA-11C 13,1 - - - - - - - — — — _
6 HA-C18:1 14,0 - - - - - - - — — — _

— roztok bez gradientu ¢i sediment, *gradient, s maly sediment.
Vysledky uvedené v Tabulce 17 a 18 je mozné interpretovat tak, ze pfipravené micely
obsahovaly neinkorporovanou modelovou latku (potvrzeno v piipadé micel

s fenyl-salicylatem) a/nebo byly ptipravené micely nestabilni.

Abychom vyfesili problém s nestabilitou micel, byly pfipraveny nosice, které ve svém
jadie kromé klotrimazolu ¢i fenyl-salicylatu obsahovaly i DL-a-tokoferol (Obrazek 70).
Tato latka byla ke klotrimazolu ¢i fenyl-salicylatu do roztoku ptidana v poméru 2:1 (w:w)
ve prospéch DL-a-tokoferolu. Mame zkuSenost, ze tento dosud nepublikovany postup,

pomaha zvySovat stabilitu micel.
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Obrazek 70: Struktura DL-a-tokoferolu.

Vysledky méfeni vazebné kapacity micel s inkorporovanym klotrimazolem a
DL-a-tokoferolem jsou v Tabulce 19. V tomto ptipadé byla pozorovana zavislost vazebné
kapacity na struktufe modifika¢niho ¢inidla (1, 3-5) a hodnot¢ DS (1 a 2). Rozdil
ve vazebné kapacité nejlepSich aromatickych micel HA-11C a alifatickych micel HA—
C18:1 neni pfili§ vyrazny. Tyto micely byly nechany testovat analyzu inhibi¢niho ucinku.
Vysledky tohoto testu hovofi jednoznacné ve prospéch aromatickych micel.

Tabulka 19: Vysledky méteni vazebnych kapacit micel se smési klotrimazolu a
DL-o-tokoferolu.

Derivat DS[%] DLk[%] DL7[%]

1 HA-4C 13,4 0,78 1,61
2 HA-4C 41,6 5,68 11,41
3 HA-6C 15,3 3,04 6,13
4 HA-8C 13,1 6,04 12,07
5 HA-11C 14,4 7,02 14,80
6 HA-C18:1 14,0 6,51 14,76

DLk...vazebna kapacita, mnozstvi inkorporovaného klotrimazolu v micelach, DLy...vazebna kapacita,

mnozstvi inkorporovaného DL-a-tokoferolu v micelach.

Stejny trend je zfejmy =z Tabulky 20, kde jsou uvedeny vysledky pro micely
s inkorporovanym fenyl-salicylatem (DLg) a DL-a-tokoferolem (DLy). Micely vytvorené
z derivatu HA—4C lisici se stupném substituce (1 a 2) vykazaly vyrazny rozdil ve vazebné
kapacité. Micely derivatu svy$Sim DS vazaly vyrazné veétsSi mnoZstvi modelové
aromatické latky. Tuto skute¢nost je mozné ptisoudit 7w interakcim mezi jadrem micel a
modelovou latkou. Micely derivath svys§Sim DS pfirozené maji veétsi potencial
pro vytvareni téchto interakci. Porovnani vysledkti micel z derivati HA—4C az HA-11C
s podobnym DS ukazuje, ze mnozstvi inkorporované modelové aromatické latky zavisi
na délce alifatického fetézce modifika¢niho Cinidla (1, 3-5), tedy se stoupajici délkou

alifatického fetézce a s rostoucim DS vazebna kapacita stoupa. Tato rostouci tendence Ize
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vysvétlit lepsi schopnosti uzaviit modelovou latku do jadra micely diky moznosti
vyhodnéjsiho uspofadani skupin modelové latky a hydrofobnich substituenti

zodpovédnych za vytvareni -7 interakci.

Lepsi vysledky vazebnych kapacit pro aromatické micely nez pro micely pfipravené
z alifatického derivatu (HA—C18:1) byly pozorovany i pro fenyl-salicylat jako modelovou
latku.

Tabulka 20: Vysledky vazebnych kapacit micel se smési fenyl-salicylatu a DL-a-tokoferolu.

Derivat DS[%] DLf%] DL[%]

1 HA-4C 13,4 0,60 1,31
2 HA-4C 41,6 2,70 9,05
3 HA-6C 15,3 2,30 6,33
4 HA-8C 13,1 2,42 5,51
5 HA-11C 14,4 4,98 16,05
6 HA-C18:1 14,0 4,36 14,16

| pro tyto micely se smésiklotrimazolu a DL-a-tokoferolu a micely se smési
fenyl-salicylatu a DL-a-tokoferolu byl proveden test kratkodobé stability. V tomto piipadé
vSechny pfipravené micely prokézaly ve sledované dobé (cca 24 h) stabilitu, nebot’

Vv roztoku nebyla pozorovana zadné sedimentace a nedochéazelo ke zméné vzhledu roztok.

Zpusob pusobeni DL-o-tokoferolu v micelach neni znam. Je v§ak mozné, Ze DL-a-tokoferol
(zejména diky svému alifatickému fetézci) vypliluje ,,volna“ mista (zndzornéna Sipkami,
Obréazek 71) po vytvotfeni micely. Mezi tokoferolem, 1éCivem a substituenty tvoficimi
jadro micely vznikaji nekovalentni interakce, které ji stabilizuji. Vzhledem k chemické
struktufe HA je mozZné, Ze se uplatiiuji 1 vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami

HA a O-atomy atomy tokoferolu.
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R

Obrazek 71: Schematicky nakres micely S inkorporovanym lé¢ivem (riizova).

V dalsich experimentech byla ovéfena zdkladni reprodukovatelnost ptipravy micel a
moznost pripravit veétsi Sarze. Priprava micel zderivati HA-11C a HA-C18:1
s klotrimazolem a DL-a-tokoferolem byla proto pro kazdy derivat dvakrat zopakovana
se stejnym mnozstvim vychoziho derivatu (100 mg) pro zjisténi zakladni
reprodukovatelnosti a dvakrat ve vétsi Sarzi (200 mg). Tyto udaje jsou nezbytné pro
ptipadné pouziti v praxi. Z vysledkid je ziejmé, ze pozadavky jak na reprodukovatelnost
(Tabulka 21, radky 1-4), tak na moznost piipravy micel ve vétSich Sarzich (Tabulka 21,
fadky 5-8) byl splnén.

Tabulka 21:Vysledky vazebnych kapacit opakované piipravy micel s klotrimazolem a
DL-a-tokoferolem.

Derivat DS [%] Navazka DLk[%] DL1[%]
derivatu [mg]
1 HA-11C 14,4 100 7,24 15,48
2 HA-11C 14,4 100 7,34 15,31
3 HA-C18:1 14,0 100 7,20 14,59
4 HA-C18:1 14,0 100 7,09 14,12
5 HA-11C 14,4 200 7,30 14,46
6 HA-11C 14,4 200 7,30 14,34
7 HA-C18:1 14,0 200 6,87 13,58
8 HA-C18:1 14,0 200 6,98 14,12

Jako dalsi modelova latka byl vybran resveratrol. Pro testovani micel s touto modelovou
latkou byly z fady derivath HA—o-FAK vybrany pouze micely derivatu HA-11C, protoze
vykazaly nejlepsi vazebnou kapacitu pro modelové latky klotrimazol s bDL-a-tokoferolem a

fenyl-salicylat a DL-a-tokoferolem. Dale byl resveratrol inkorporovan do micel derivatu
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HA—karb a HA-TOSU. Pro srovnani vazebné kapacity micel aromatickych derivati a
nearomatickych derivatu byl resveratrol inkorporovan i do micel derivatu HA-C18:1.
Resveratrol (Obrazek 72) je neflavonoidni polyfenol piirozené se vyskytujici v mnoha

rostlinach. 2?1

Diky pfitomnosti dvojné vazby existuje resveratrol ve dvou
diastereomerech Z a E,?**#° piicemz jen E forma je biologicky aktivni.?*® Resveratrol
vykazuje mnohé blahodarné Uc¢inky a vyuziva se pro rtizné, zejména topické, aplikace
za raznych fyziologickych a patologickych podminek.214 Jako nejranéj$i objev prospésnosti
resveratrolu pro lidsky organismus je povazovan kardioprotektivni Ginek, souvisejici
s antioxida¢nimi schopnostmi resveratrolu. V klinické praxi je resveratrol pouzivan
napfiklad k oSetfeni pokozky postizené psoridzou,”* piipadné k osetieni pokozky napadené
infek¢énimi patogeny.215 Rovnéz bylo popsano snizeni symptomi onemocnéni acne
vulgaris pfi pouzivani piipravki obsahujicich resveratrol.”** Zaznamenéna byla i kladna

4
OH
\ O

’ e . ’ 21
uloha resveratrolu pfi hojeni ran.

HO O
OH

Obrazek 72: Struktura resveratrolu.

Dulezitym krokem bylo nalezeni vhodného rozpoustédla pro rozpusSténi resveratrolu.
Methanol vsak kvuli své toxicité neni optimalni pro zamyslenou aplikaci micel v oblasti
nosi¢ovych systémil. Byl vSak pouZit pro vyzkouSeni rozpustnosti a vlivu na vazebnou
kapacitu. Krom¢ toxicity je samoziejmé nutné brat ohled na misitelnost rozpoustédla
s vodou a bod varu (musi byt niz§i nez bod varu vody). Jako alternativy byly proto vybrany
ethanol a IPA. Zjisténé hodnoty vazebnych kapacit micel obou derivati HA-11C a HA-
C18:1 sresveratrolem jsou shrnuty v Tabulce 22. Vsechna rozpoustédla rozpustila
resveratrol na pravy roztok, a roztoky byly proto pouzity pro piipravu micel

S inkorporovanym resveratrolem.
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Tabulka 22: Vysledky vazebnych kapacit micel s inkorporovanym resveratrolem.

g = £ =
T ¢ 4 YE ¢ 2

S e T 2

—
100:5 IPA 1,99 100:5 IPA 1,33
100:5 MeOH 1,42 100:5 MeOH 1,16
100:3 IPA 2,01 100:3 IPA 1,30
100:3 MeOH 2,85 100:3 MeOH 1,34
100:3 EtOH 2,78 100:5 EtOH 1,21

Vazebna kapacita micel pripravenych za pouziti methanolu jako rozpoustédla byla velmi
dobrd, ale pravé kvuli toxicité nebude vhodné jej pouzivat. Dalsi pouzitd rozpoustédla,
ethanol i IPA, pouzitd pii inkorporaci poskytla micely s dobrou vazebnou kapacitou
resveratrolu. Pro dal$i testovani byl, zejména kvilli cené, pouzivan IPA i pfes to, ze
vysledky byly v ramci testovanych rozpoustédel nejhorsi. Pfiprava micel z dalSich derivati
(HA-karb a HA-TOSU) a resveratrolu byla tedy provadéna za vyuziti IPA jako

rozpoustédla pro resveratrol.

Nejprve byl vyzkouSen pomér polymer:resveratrol 100:3 a poté bylo mnozstvi resveratrolu
zvySeno na 5 mg (opét vaci 100 mg derivatu), abychom vé&déli, ktery pomér
polymer:resveratrol je optimalni. ZvySeni mnoZstvi resveratrolu vSak nevedlo ke zvySeni
vazebné kapacity, proto byl tento pomér (polymer:resveratrol) vyzkousen jen pro dvé
rozpoustédla (MeOH a IPA).

Stejné jako v pfipadé inkorporace klotrimazolu a fenyl-salicylatu, byly micely
s resveratrolem pripraveny odpafovaci metodou. V tomto pripadé vSak byla do postupu
pfipravy micel zafazena i sonikace, abychom zjistili jeji vliv na vazebnou kapacitu.
Roztoky derivatt HA-11C a HA-CI18:1 byly sonikovany béhem ptidavani roztoku
resveratrolu (po dobu 15 min) k derivatu HA a poté po rehydrataci micel (10 min) nebo
pouze béhem ptidavani roztoku resveratrolu k roztoku derivati HA. Hodnoty vazebnych
kapacit takto ptfipravenych micel byly porovnany s hodnotami vazebnych kapacit micel
pfipravenych pouze odpafovaci metodou a bylo zjisténo, Ze sonikace nemé vyrazny vliv
na hodnotu vazebné kapacity sledovanych micel. Dalsi enkapsulace byly proto provadény

pouze odparovaci metodou.
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Hodnoty vazebnych kapacit uvedenych v Tabulce 22 mohly byt ziskany pomoci UV/Vis
spektroskopie, protoze resveratrol ma absorpéni maximum pfii jinych vinovych délkach

(Amax=306 nm) nez derivaty pouzité pro tvorbu micel.

Vazebna kapacita micel pfipravenych z derivaitu HA-karb byla rovnéz stanovena
na modelu inkorporovani resveratrolu. Pro stanoveni vazebné kapacity byly vybrany
derivaty se Ctyfmi riznymi stupni substituce (3,4 %; 4,1 %; 5,4 % a 7,2 %) abychom
zjistili, zda i tyto nizké rozdily v DS) mohou ovlivnit vazebnou kapacitu micel. Jeden
derivat (DS=4,1 %) byl pouzit pro pfipravu micel s dvéma riznymi navazkami resveratrolu
(3 a 5 mg na 100 mg derivatu). Karbazolové jadro bohuzel absorbuje pii shodnych
vlnovych délkach jako resveratrol (Obrazek 73), a tudiz neni moZné zjistit obsah

resveratrolu v nosi¢i pomoci UV/Vis spektroskopie.

4. — HA-Kkarb
— Resveratrol

Asorbance [-]

0 , . rrrrrrrr——
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380400
A [nm]

Obrazek 73: UV/Vis spektrum resveratrolu a derivatu HA—Kkarb.

Vazebnd kapacita byla proto stanovena pomoci HPLC metody. Vysledky jsou shrnuty
v Tabulce 23.

Tabulka 23: Vysledky vazebné kapacity micel pfipravenych z derivatu HA—Karb.

Vstupni mnozstvi

1Va 0, 0,
Dertvat DS [%] resveratrolu [mg] DL [%]

1 3,4 3 0,74

2 4,1 5 1,05
3

HA—karb 41 3 0.96

4 54 3 2,43

5 7.2 3 2,49
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Vysledky méfeni vazebnych kapacit byly vSak prekvapivé rozdilné a ani nevykazovaly
zadnou zavislost. Tyto vysledky koresponduji s vysledky méfeni dynamickych viskozit
roztokli derivatli, kdy nebyla pozorovana zavislost dynamické viskozity roztokii na DS
rozpusténého derivatu. Dlvodem diskutovanych vysledki muaze byt naptiklad pftilis

stericky naro¢ny substituent, ktery neumozni vytvoteni dostatecné kompaktni micely.

Do micel derivatu HA-TOSU byl inkorporovan resveratrol taktéz odpafovaci metodou,
(bez sonikace). Z Tabulky 24 je patrné, Ze micely derivatu HA-TOSU maji velmi dobrou
vazebnou kapacitu a to 1 pfes velmi nizky stupenl substituce derivatu, z n¢hoz jsou micely

ptipravené (DS=1,1 %).

Tabulka 24: Srovnani vazebnych kapacit micel vybranych derivatu.

Vstupni mnozstvi ~ Vstupni mnoZstvi

Derivat DS [%] derivatu [mg] resveratrolu [mg] DL [%]
HA-C18:1 14,0 100 3 1,30

HA-11C 14,0 100 3 2,01
HA-TOSU 1,0 100 3 2,84

Pro ziskdni dalSich vysledkli umoZiujicich srovnani aromatickych micel HA-11C a
alifatickych micel HA-C18:1 byl vySe zminény postup (odpafovaci metoda) ptipravy
micel vyuzZit pro inkorporaci retinyl-palmitatu, jehoZ struktura také obsahuje velké

mnozstvi dvojnych vazeb schopnych poskytnout n-elektrony pro vytvoreni m--m interakei.

Retinoidy jsou skupinou latek zahrnujici vitamin A (retinol) a jeho pfirozené analogy jako
je retinal, retinova kyselina & retinyl-palmitat.?!’ Retinyl-palmitat (Obrazek 74) je
nejstabilnéjsi formou vitaminu A a zdroven slouzi jako zdsobni forma tohoto vitaminu.
Retinoidy jsou esencidlni pro normalni rist, zrak, imunitu, embryogenezi a

neurogenezi.218‘219 Retinoidy také inhibuji vznik a rozvoj rakovinnych nadora.**?

]
N YN

Obrazek 74: Struktura retinyl-palmitatu.
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Z farmakologického hlediska nebyly popsany kvalitativni rozdily mezi retinyl-palmitatem
a ostatnimi retinoidy.??° Retinoidy zaujaly v posledni dob& pozornost diky moZnosti vyuZiti
V problematice starnuti kize, protoze tyto latky se podili na regulaci rustu epitelidlnich
bunck a syntéze kolagenu.zm‘z21 Dermalni aplikace téchto latek je vSak velmi obtizna
z diivodu jejich vysoké molekulové hmotnosti.””? Dale také vykazuji vysokou
hydrofobicitu, a tudiz vyzaduji aplikaci pomoci vhodného nosice, ktery umozni jejich

transport do télnich tekutin a bun&k.??

Vysledky méfeni vazebnych kapacit micel s enkapsulovanym retinyl-palmitatem jsou
zaznamenany v Tabulce 25. Jako rozpoustédla pro retinyl-palmitat byly pouzity ethanol a
IPA.

Tabulka 25: Vysledky vazebnych kapacit micel s inkorporovanym retinyl-palmitatem (RP).

=) 8 o s
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100:12 EtOH 2,6 100:12 EtOH 2,4
100:12 PrOH 7,2 100:12 PrOH 4.3

Z Tabulek 24 a 25 je jasné, ze vazebna kapacita aromatickych micel je vy$si nez vazebna
kapacita micel neobsahujicich aromaticky substituent. Lze pfedpokladat, ze tento trend je
zplisoben ptitomnosti 7w interakci a vysokou hydrofobicitou aromatického jadra micely

a enkapsulované 12’1tky.192

Srovnani vazebnych kapacit obou typti micel potvrzuje predpoklad o vyssi ,,afinité*
aromatickych 1éCiv  ¢i  Dbiologicky aktivnich latek (resveratrol, retinyl-palmitat)

k aromatickym micelam nez k micelam neobsahujici na n-elektrony bohaté jadro.

6.6. Analyza inhibi¢niho ac¢inku klotrimazolu v nosici

cv v

ktera inhibuje viditelny rast mikroorganismﬁ.224 Pro micely derivati HA-11C a HA-C18:1
s inkorporovanym  klotrimazolem a micely derivati HA-11C a HA-C18:1
s inkorporovanou smeési klotrimazolu a DL-o-tokoferolu byla stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace na kvasinky Candida albicans v pfitomnosti a bez ptitomnosti

enzymu Sphyl (procesivni lyaza z bakterie Streptococcus pneumoniae). Pritomnost
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enzymu Sphyl méla za kol simulovat redlné podminky v organismu, protoze lidské télo
pfirozen¢ obsahuje enzymy zpusobujici rozpad HA. Je-li 1é¢ivo inkorporovano v micele, je
zn¢j (v idedlnim piipad€) uvoliiovano postupné. Toto 1éCivo poté milize pusobit

na inokulované mikroorganismy. Vysledky tohoto testovani jsou uvedeny v Tabulce 26.

Tabulka 26: Analyza inhibi¢niho u¢inku klotrimazolu v nosici.

Derivat Inkorporovana M ICk|otrimazo|[mg'dm73] MICkmtrimazm[mg‘de] \Y;
latka pfitomnosti Sphyl
- klotrimazol 8 8
klotrimazol + DL- 3 2
HA-C18:1 >55* (nosi¢ 7507 mg-dm™) | 13 (nosi¢ 375 mg-dm ™)
a-tokoferol
klotrimazol + DL- 2 2
HA-11C >52 (nosi¢ 750 mg-dm7) 26 (nosi¢ 375 mg-dm )
a-tokoferol
HA-C18:1 klotrimazol - 15 (nosi¢ 375 mg-dm )
HA-11C klotrimazol = 24 (nosi¢ 375 mg-dm )

*MIC klotrimazolu, fpouzitd koncentrace nosi¢ového systému.

Z vysledku je patrné, ze v piipadé kdy neni pouzit enzym Sphyl, je MIC takika shodné,
coz ukazuje na skute¢nost, Ze uvoliovani klotrimazolu z obou typli micel je srovnatelné.
Zato stanoveni MIC v pfitomnosti enzymu Sphyl ukazuje, Ze k uvoliiovani klotrimazolu
dochazi pomaleji, protoZe k zajiSténi inhibice je nutné vEét§i mnozstvi ulinné latky
(klotrimazolu), a to jak v piipad¢é micel s inkorporovanym klotrimazolem, tak v piipadé

micel s inkorporovanym klotrimazolem a DL-o-tokoferolem.

Tyto vysledky potvrzuji lepsi vlastnosti aromatickych micel ve vztahu k aromatickym
1é¢iviim, 1 pfes to, Ze hodnoty vazebnych kapacit aromatickych a alifatickych micel byly
podobné. Stabilizace aromatickych 1éCiv v jadrech aromatickych micel, pravdépodobné
diky m--m interakcim, zajisti pomalé uvolnovani 1éCiv, coZ je diilezita vlastnost nosicovych

systémtl.

6.7. Stanoveni velikosti a {-potencialu micel
Latky rozpusténé ve vodé se neustdle chaoticky pohybuji (tzv. Brownliv pohyb). Tim

dochdzi k ptiblizovani jednotlivych ¢astic a mize dojit k jejich shlukovani diky plisobeni
ptitazlivych sil. Odpudivé sily shlukovani zabranuji, kdezto sily pfitazlivé jej podporuji a

mezi témito silami existuje vztah, ktery mize byt vyjadien velikosti {-potencialu. Hodnota
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tohoto parametru naznacuje, ktery typ sil prevazi. Jestlize vSechny Castice v suspenzi maji
vysokou absolutni hodnotu C-potencidlu, budou se navzdjem odpuzovat a nebudou mit
tendenci se shlukovat. Jestlize ¢astice maji nizké hodnoty C-potencidlu, pak odpuzovani
nebude dostate¢né k tomu, aby zabrdnilo shlukovani castic. Jako hrani¢ni hodnota
pro rozliSeni stabilnich a nestabilnich roztokii se udava hodnota 30 (v absolutni

hodnoté).225

Pro stanoveni velikosti micel a C-potencialu byly vybrany jen ty micely, které prokazaly
kratkodobou stabilitu. Vysledné hodnoty velikosti a (—potencialu micel jsou shrnuty
v Tabulce 27. Velikost micel stoupa s délkou fetézce modifikaéniho Cinidla a stupném
substituce. C-potencial micel se pohybuje v rozmezi —40 az —50 mV. Micely s touto
hodnotou C-potencialu jsou povazovany za stabilni a nemélo by dochazet k jejich

shlukovani a tedy vytvareni nezddoucich agregati ve vodném prostiedi.

Tabulka 27: Vysledné hodnoty velikosti a {-potencialu micel.

Derivat DS  Modelové latky Velikost Pdl  {—potencial [mV]

1  HA4C 134 199,8 0,2 52,6
2 HA4C 416  Klotrimazol 689,2 0.3 53,9
3 HA6C 153 N 487,2 0,4 51,7
4 HA8C 131 583,1 0,2 50,4
5 HA-11C 144  DL-a-tokoferol 490,8 0,2 445
6 HACI81 14,0 529,2 0,2 52,3
7  HA4C 134 521,7 0,4 35,0
8 HA4C 416 fonyisalicylat 258,7 0,5 37,7
9 HA11C 14,4 306,2 0,5 51,4
10 HA-C18:1 14,0 345,2 0,3 49,0
11  HA4C 134 186,1 0,06 47,0
12 HA-4C 416 renyl-salicylat 514,0 0,4 52,4
13  HA6C 153 N 1955 0,08 48,4
14 HA8C 131 359,6 0,2 49,0
15 HA-11C 14,4  DL-a-tokoferol 503,9 0,2 50,6
16 HA-C18:1 14,0 489,2 0,2 49,7
17 HA-TOSU 134 resveratrol 207,1 0,4 -53,6
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6.8. Cytotoxicita derivati
Jelikoz jsou pfipravené derivaty HA zamysleny pro in vivo aplikace, je dilezité, aby
nebyly toxické vii¢i organismu, do néjz jsou aplikovany. Latky obsahujici ve svém skeletu
benzenovy kruh v8ak obecné nebudi pfiliSnou davéru. Na druhou stranu, je znamo, Ze
aromatické mastné kyseliny jsou béznou soucasti piirody a maji sv€, pro organismus
prospésné, funkce. Napiiklad 4-fenylmaselnd kyselina vykazuje protinadorovy efekt
227

inhibici histonovych deacetylaz?®® & inhibuje stres endoplazmatického retikula.””’ Diive

byla tato latka pouzivana k 1é¢bé poruch mocovinového cyklu.227 Vsechny pouzité
aromatické mastné kyseliny jsou také piirozenou slozkou kravského mléka. >
11-Tolylundekanova kyselina spolu s dal§imi (aromatickymi) mastnymi kyselinami tvoii
lipidovou &ast semen rostliny Dracunculus vulgaris (Drakovec obecny).?® Je popsano, Ze
4-fenylmaselnd kyselina je ztéla odstranéna B-oxidaci na fenylacetdt, poté dochazi

ke konjugaci s glutaminem za vytvofeni fenylacetylglutaminu, ktery je ztéla odstranén

ledvinami.??’

I pres tyto znalosti je maximaln¢ vhodné podrobit pfipravené derivaty testovani
na cytotoxicitu. Cytotoxicky tcinek byl sledovan po dobu tii dnd (prvni den = T24, druhy
den = T48, tieti den = T72) na Swiss 3T3'" buiikich. Krom& bunsk osetfenych roztoky
derivath byl sledovan i slepy vzorek (oznaceny jako CTRL). Porovnanim vysledki
viability** bungk po oetieni roztoky derivatii s vysledky viability bungk slepého vzorku je
ziejmé, Ze ve sledovaném cCase sledované derivaty neplsobi na buiky toxicky v zddné
testované koncentraci. Testovand latka byla na buinky aplikovana jako roztok o vice
koncentracich. Na Obrazku 75 je zachycena mira aktivace/inhibice viability v ¢ase.
Uvedeny parametr naznacuje, zda a do jaké miry dochdzi k mnozeni a rustu bunék
(aktivace) €1 zda naopak dochazi k redukci jejich poctu (inhibice) plisobenim testované
latky. Pokud se bunky i1 po aplikaci testované latky mnozi a rostou, neplisobi na né
testovand latka negativné. Vysledky plisobeni testovanych latek se porovnavaji s vysledky
slepého vzorku, aby byla vylouena mozZnost, Ze napiiklad pouzivané bunky nejsou

zivotaschopné samy o sob¢.

HMyéi fibroblasty bunécéné linie 3T3 prokazuji vysokou miru citlivosti na kontaktni inhibici (tj. zastaveni
déleni zivocisnych bun€k v kultufe vzdjemnym dotekem) a jsou proto bézné pouzivany pro testovani
cytotoxicity in vitro.
.

zivotaschopnost
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Obrazek 75: Mira aktivace/inhibice viability bun¢k roztoky derivatt HA—4C, HA-6C, HA-
8C a HA-11C.

Obrazek 75 dokazuje, ze vSechny testované vzorky nejsou cytotoxické ve vSech
testovanych koncentracich. Hranice toxicity jsou uréeny podle oficialni tabulky SZU
(Statni zdravotni ustav), ktera uvadi, ze vzorky vykazujici inhibici mensi nez 20% nejsou
povazovany za cytotoxické, vzorky s inhibici 20—40% mirné cytotoxické, vzorky inhibujici
40-60 % bunék jsou stiedné cytotoxické a ty latky s mirou inhibice vétsi nez 60 % jsou

oznacovany za silné cytotoxické.

Dalsi skupinou testovanych derivata byly derivaty HA—karb a HA-TOSU. Derivaty HA—
karb (s DS=3,4 a 5,4 %) po 24 h a 48 h nevykazovaly toxicky efekt v Zadné testované
koncentraci (Obrazek 76). Po 72 h vsak derivaty HA—karb vykazaly inhibi¢ni chovani vici
3T3 bunkam. Derivat HA—karb s DS=3,4 % vykazoval pii koncentraci 1 000 a 500 ;.Lg-cm'3
silng toxické ucinky na 3T3 bunky. Derivat HA—karb s DS=5,4 % pfi koncentraci 1 000 a
500 pg-cm 2 vykazoval silng toxické, pii koncentraci 100 pg-cm > slabé toxické G&inky a
jen v koncentraci 10 pgrem ™ nebyl derivat po 72 h pasobeni cytotoxicky. Zjisténé
vysledky nemusely byt zplisobeny toxicitou derivatu, ale napiiklad nevymytymi reagenty,
pouzitymi pii ptipravé téchto derivati. Abychom vyloucili moznost, Ze inhibice bunck
byla zpisobena necistotami, byly derivaty HA—karb ptecistény (rozpustény v minimalnim
mnozstvi vody, vysrazeny pomoci IPA a nasyceného vodného roztoku NaCl a diikladné
promyty ¢tyimi porcemi smési IPA/H,0O (piipravené v poméru 85:15, V:V) a poté Ctyfmi
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porcemi samotného IPA) a stanoveni cytotoxicity bylo zopakovano. Opakované stanoveni

vSak nepfineslo zlepSeni.

120 +
100 - HmT24 ®WT48 mT72
80 -
60 -
40 -
20 -
0
220 A
-40 -
-60 -
-80 A
-100 A

Mira aktivace/inhibice viability
(%)

HA—karb (DS = 3.4 %) HA-karb (DS = 5.4 %)

Obrazek 76: Mira aktivace/inhibice viability bunék osetfenych roztoky derivatd HA-Kkarb.

Pro zjisténi zdroje toxicity, kterym mize byt vychozi 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova
kyselina ¢i neodstranéna reak¢ni ¢inidla, byla podrobena stanoveni samotna
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova kyselina, ktera byla rozpusténa v médiu obsahujicim 0,5
% DMSO a aplikovana na burnky. Touto zkouskou bylo zjisténo, Ze uz pii koncentraci 22,5
ng-cm *11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova Kkyselina inhibuje rist bundk (Obrazek 77).
Protoze toxické ucinky nejsou pozorovany ihned ale az po dvou ¢i tfech dnech plisobeni, je
pravdépodobné, Ze toxicka neni 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova kyselina, ale naptiklad

metabolity nebo produkty hydrolyzy, které od urcité koncentrace inhibuji rist bunék.
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ET24 mT48 mT72

viability (%)

40 4 45 I 22,5ug/ml 4,5ug/ml 0,45 ug/ml

Mira aktivace/inhibice

Obrazek 77: Mira aktivace/inhibice viability bunék oSetfenych roztokem
11-(9H-karbazol--yl)undekanové kyseliny.

I derivat HA-TOSU byl podroben testovani cytotoxicity. Tento derivat po 72 h testovani
pisobi v koncentraci 1000 a 500 pg-cm ™ silng cytotoxicky (Obrazek 78). Derivat HA—
TOSU byl po testovani a ovéteni pravdivosti vysledka pirecistén. Puvodni derivat HA byl
rozpustén ve vodé, z vodného roztoku byl vysrazen ptfidanim nadbytku IPA a malého
mnozstvi nasyceného roztoku NaCl, poté byl promyt smési IPA:H,0 (8 %, 85:15, V:V) a
IPA (4X), vysrazeny produkt byl dekantovan a nadbyte¢na tekutina byla opatrné slita a
vysrazeny podil byl vysuSen v horkovzdu$né suSarné. Timto preciSténim mely byt
odstranény piipadné necistoty, které mohly ziistat v suspenzi derivatu v IPA, napiiklad
po nedokonalém ¢isténi derivatu, a mohly zkreslovat vysledky testl cytotoxicity. Testovani
bylo tedy zopakovano s pieciSténym derivatem a s derivatem pfipravenym nezavisle
provedenou reakci. BohuZel toto opakované testovani nepfineslo lepsi vysledky a i tyto

derivaty byly shledany cytotoxickymi.
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Obrazek 78: Mira aktivace/inhibice viability bunék oSetfenych roztokem HA-TOSU.
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Z tohoto diivodu byl vyzkum tohoto derivatu i pfes nadé€jné vysledky vazebné kapacity
micel ukonéen. Tyto vysledky byly pomérné pirekvapivé, protoze dosud bylo znamo, ze
a-tokoferyl-sukcinat (semisynteticky analog a-tokoferolu) prokazal selektivni toxicitu
vuc¢i nadorovym buiikkam a netoxicitu ¢i limitovanou toxicitu vi¢i nemalignim buiikam.”*
Vysvétleni pro toxicitu derivatu muze byt nasledujici. Bylo totiz zjisténo, ze
o-tokoferyl-sukcinat poskytuje pozitivni test vymény sesterskych chromatid. Mechanismus
vymeény sesterskych chromatid neni dosud jednoznacné vysvétlen. Urcita frekvence jejich
vymeény je vSak béznd a spontanni. Je-li ovSem tento proces cCastéjsi (14-100 vymén
na chromozomovy par za jednu mitdzu), predstavuje pro organismus riziko. Tato vyména

. r s . . . v ’ .« 231
je davana do souvislosti s indukci mutaci a cytotoxicitou.

Posledni testovanou skupinou derivati HA byly tfi derivaty substituované
4-alkoxybenzoovymi kyselinami. V tomto pfipadé nebyl ani z jeden derivati nalezen jako

cytotoxicky (Obrazek 79).
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Obrazek 79: Mira aktivace/inhibice viability bun¢k osetfenych roztoky HA—HBS8C,
HA-HB10C a HA-HB12C.

Zaveérem lze tedy konstatovat, ze stanoveni toxicity pfipravenych derivati HA vyloucilo
dva typy derivati: HA-karb a HA-TOSU. Zejména vylouceni derivatu HA-TOSU bylo
velkym zklamanim, protoze podle vysledkli vazebné kapacity micel byl tento derivat velmi
nadéjny. Zbyvajici derivaty byly vyhovujici: skupina HA-o-FAK, HA-HB8C, HA-
HB10C a HA-HB12C.
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6.9. Hemolyticka aktivita derivatu HA-11C
Neopomenutelnym parametrem, podle kterého jsou posuzovany nosi¢ové systémy, je

jejich hemokompatibilita. Hemolyza nastava tehdy, kdyz jsou membrany cervenych
krvinek naruseny a dojde k uvolnéni hemoglobinu z buiikky. Hemolyza muze v krajnim
piipadé negativné ovliviiovat zdravi a zpusobovat napiiklad chudokrevnost ¢i vysoky
krevni tlak.??% Materialy & latky zamyslené jako nosiCové systémy musi byt proto

hemokompatibilni.

Hemolyticka aktivita derivatu HA-11C byla testovana jak v systému plné krve tak i
na promytych erytrocytech. Jako pozitivni kontrola byl pouzZit material Tween 20, ktery
zpusobuje hemolyzu jiz v malé koncentraci. Pro samotny derivat HA-11C nebyla

pozorovana hemolyticka aktivita (Obrazek 80).

100 4 Tween 20 (promyté erytrocyty) -
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Obrazek 80: Vysledek méfeni hemolytické aktivity derivatu HA-11C.
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7. ZAVER

Cilem této disertacni prace bylo navrhnout origindlni funk¢ni nosiCové systémy zalozené
na hyaluronanu (HA). Dilezitym hlediskem byla zejména kompatibilita nosi¢ovych
systému S aromatickymi 1éCivy. Bedlivé vSak byly sledovany také dalsi parametry kladené
na aplikace téchto nosi¢ovych systémi, jako napiiklad dostate¢né nizka kriticka asociaéni
koncentrace nosicovych systémt, jejich stabilita v pfitomnosti krevniho proteinu albuminu

¢i cytotoxicita.

Navrzeno bylo nékolik skupin nizkomolekularnich aromatickych latek (modifikac¢nich
¢inidel), které mohly byt nenarocnymi postupy navazany na hydroxylové skupiny HA.
Pfinavrhovani vhodnych substituenti musel byt také bran zfetel na hledisko
odbouratelnosti téchto latek v organismu. Béhem piipravy vsech nizkomolekularnich latek
byly pouzity netoxické reagenty nebo takové, které bylo mozné z produkti beze zbytku,

snadno a prokazateln¢ odstranit.

Samotny proces navazani ptipravenych substituenti na HA byl navrzen tak, aby HA
nemusel byt nikterak upravovan (pfevadén na kyselou formu a podobné), protoze
za podminek pouzivanych pfi téchto tpravach dochazi zpravidla k degradaci polymerniho
fetézce. Modifikace vzdy probihaly na hydroxylovych skupinach HA, tedy tak, aby
karboxylové skupiny zlstaly volné. Timto byla zachovana rozpustnost HA ve vodném

prostiedi, a také umoznéno pfirozené cileni nosi¢ovych systéma na HA receptory.

Hyaluronan byl modifikovan tfemi skupinami substituenti: ®-fenylmastnymi kyselinami,
4-alkoxybenzoovymi kyselinami a DL-a-tokoferyl-sukcinatem. o-Fenylmastné kyseliny se
lisily délkou fetézce, coZ znamenalo, po navdzani na HA, rostouci vzdalenost
aromatického jadra od fetézce polymeru. Derivat HA jedné ztestovanych kyselin,
11-tolylundekanové kyseliny, se ukdzal jako velmi dobry nosiCovy systém spliujici
vSechny pozadavky. Jistym analogem této latky byla
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovakyselina, kde bylo benzenové jadro nahrazeno stericky
ptes dusikovy, nikoliv uhlikovy atom. Nosi¢ovy systém piipraveny z HA modifikovaného
touto kyselinou se vSak ukazal byt cytotoxicky. Také vysledky vazebné kapacity nebyly
uspokojivé, a proto bylo od dalS§iho vyzkumu tohoto derivatu upusténo. Stejny problém
(toxicita vaci buiikam) byl pozorovan 1 u nosi¢ovych systémi piipravenych z derivatd HA

a bpL-a-tokoferyl-sukcinatu, coz bylo velké zklamani, protoze micely téchto derivatu
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vykazovaly vysokou vazebnou kapacitu i pies nizky stupen substituce. Posledni skupinou
testovanych derivati byla série 4-alkoxybenzoovych kyselin, které byly pfipraveny
substituci hydroxylové skupiny 4-hydroxybenzoové kyseliny riizné¢ dlouhymi alifatickymi
fetézci. V tomto piipad¢ byl, po navazani na polymer, aromaticky kruh stale ve stejné
vzdélenosti od polymeru, ale prodluzoval se terminalni alifaticky fetézec tvofici jadro
micely pfipravené ztéchto derivati. Tyto micely vSak nebyly stabilni v pfitomnosti

krevniho proteinu albuminu, a tudiz byl jejich vyzkum zastaven.

Vlastnosti pfipravenych derivatt HA (napiiklad kriticka asocia¢ni koncentrace,
cytotoxicita) a zejména jejich micel (napiiklad vazebna kapacita, stabilita v pfitomnosti
albuminu), byly porovnany a byly vybrany ty derivaty, které spliovaly vSechny pozadavky
kladené na funk¢ni nosi¢ové systémy. Uvedené parametry jsou velmi dulezité, a jejich
nesplnéni  vedlo kvylouéeni derivatt HA a 4-alkoxybenzoovych  kyselin,
DL-a-tokoferyl-sukcinatu a  11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovékyseliny (a z nich
ptipravenych micel) z dal§iho testovani. U Zadného z derivati HA s o-fenylmastnymi
kyselinami naopak toxicita prokdzdna nebyla. Stabilita micel pfipravenych z této skupiny
derivatii stoupala v pfitomnosti albuminu se stoupajici délkou alifatického fetézce
o fenylmastné kyseliny. Zatimco micely derivatu HA-4C byly nestabilni ve vSech
testovanych koncentracich, micely derivatu HA-11C jiz dosahly dostate¢né stability

pro aplikace do krevniho ob¢hu.

Stejny trend byl pozorovan i1 pro vazebnou kapacitu micel. Se stoupajici délkou
alifatického fetézce w-fenylmastné kyseliny stoupa i mnoZstvi inkorporované modelové
latky. Micely derivaitu HA-11C reprodukovatelné¢ inkorporovaly vétsi mnozstvi
aromatickych modelovych latek (resveratrolu a retinyl-palmitatu) nez micely
nearomatického derivatu HA-C18:1. V piipadé¢ klotrimazolu vyznamnéj$i rozdil
ve vazebné kapacité nenastaval, ale bylo pozorovano pomalej$i uvoliovani klotrimazolu
z aromatického nosicového systému nez v piipad¢ alifatického nosicového systému. Tento
jev muze byt pfipsan n--'7 interakcim mezi aromatickym jadrem micely a m-elektronovymi

systémy modelovych latek.

Z hlediska dalSich sledovanych vlastnosti derivati HA (CAC) 1 jejich micel ({-potencidl,
velikost micel) byly micely pfipravené¢ z derivatu HA-11C shledany jako nejlépe

vyhovujici funkéni nosiové systémy.
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Dosazené vysledky se mohou stat inspiraci pro dal§i vyzkum zabyvajici se vztahy mezi

jadrem micely a inkorporovanou latkou/Ié¢ivem, zejména vyuziti m---m interakci, protoze

vvvvvv

kapacitu micel.
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Pfiloha 3: HSQC NMR spektrum HA—Kkarb.
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chemickych vlastnosti, spoluresitel.
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Seznam zkratek

CAC

CD44

CDI

Da

DABCO

DBU

DCC

DIPEA

DMAP

DMF

DMSO

DMTMM

DOX

DS

EDC

GC-MS

HA

HOBt

IPA

LYVE-1

NHS

NMI

NMP

NMR

kritickd asocia¢ni koncentrace

bunécny receptor pro hyaluronan
N,N’-karbonyldiimidazol

Dalton — relativni jednotka molekulové hmotnosti
1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
N,N-diisopropylethylamin
4-dimethylaminopyridin

dimethylformamid

dimethylsulfoxid
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chlorid
doxorubicin

stupen substituce
1-ethyl-3-(3-dimethylaminoisopropyl)karbodiimid
plynovy chromatograf s hmotnostni detekci
hyaluronan

1-hydroxybenzotriazol

propan-2-ol

lymfaticky endocelialni receptor pro hyaluronan
N-hydroxysukcinimid

1-methylimidazol

N-methyl-2-pyrrolidon

nuklearni magneticka rezonance
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PEG polyethylenglykol
PTS 4-toluensulfonova kyselina

RHAMM bunécny receptor pro hyaluronan

ROS reaktivni formy kysliku
TEA triethylamin
THF tetrahydrofuran
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