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Abstrakt

V ramci této disertacni prace byla pfipravena série derivatl hyaluronanu (HA)
modifikovaného riznymi karboxylovymi kyselinami nesoucimi ve struktuie
aromatické jadro. V postrannich fetézcich vazanych na HA se pak benzenové
jadro nachdzelo v rlznych vzdéalenostech od patefe polymeru nebo toto
prace bylo zjistit, zda viibec, jakym zptsobem a do jaké miry ovliviiuji pouzité
aromatické karboxylové kyseliny vlastnosti novych derivati HA a zejména
micel z nich ptipravenych.

Do micel téchto derivatd byly inkorporovany aromatické modelové latky a byla
porovnana vazebna kapacita micel pfipravenych z aromatickych derivatih HA
s vazebnou kapacitou micel ptipravenych z alifatickych derivati HA. Prokazalo
se, ze micely aromatickych derivath HA jsou schopny Iépe inkorporovat
aromatické modelové latky a neZ micely derivati aromat neobsahujici.

Abstract

Presented doctoral thesis was focused on the preparation of the set of
hyaluronan (HA) derivatives modified with different carboxylic acids containing
aromatic ring in their structures. The benzene rings in these side-chains attached
to HA were located in varying distance from polymeric backbone or the benzene
ring was changed for sterically more hindering structures. The aim of the thesis
was to find out if and how the aromatic carboxylic acids influence the properties
of derivatives and mainly micelles made thereof. Micelles were loaded with
aromatic model substances and aromatic micelles drug loading was compared
with aliphatic micelles drug loading. It was found, that aromatic micelles loaded
higher amount of model compounds than aliphatic micelles.
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1. Soucasny stav reSené problematiky

1.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (Obrazek 1) je linearni polysacharid pfirozené se vyskytujici v télech
vysSich organismu i U nékterych kment bakterii. Tato latka se také Casto oznacuje jako
,hyaluronat“ nebo ,hyaluronan®, protoze in vivo se vyskytuje jako polyaniont (kazda
glukuronatové jednotka HA nese na karboxylové skupiné zaporny naboj, ktery je vyvazen
kationty, napiiklad Na*) a nikoliv ve své protonované form&.? Oznaeni “kyselina
hyaluronova” se vSak hojné pouziva ve farmaceutickém prostfedi, a casto se pouzivaji
viechny nazvy k oznadeni téze latky.® Nebude-li uvedeno jinak, budu v této praci zkratku HA
pouzivat pro sodnou sul, nikoliv kyselou formu této latky.
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Obrazek 1: Kyselina hyaluronova/hyaluronan.

Molekularni struktura HA je tvofena opakujicimi se disacharidovymi jednotkami
D-glukuronové  kyseliny a  N-acetylglukosaminu.  D-glukuronova  kyselina  je
k N-acetylglukosaminu pfipojena P(1—3)glykosidovou vazbou, zatimco opakujici se
disacharidové jednotky jsou spojeny p(1—4) vazbami.*>®

Diky své pfirozené biokompatibilité, fyzikdlné—chemickym a biologickym vlastnostem je HA
jednim z nejslibnéjSich polymerti vyuzitelnych ve farmacii pro nosi¢ové systémy.7'8’9 Mimo to
je HA také Castym vychozim materialem pro nové biokompatibilni a biodegradabilni derivaty,
které nalézaji vyuziti v tkdniovém inZenyrstvi, hojeni ran aj. 210

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 (odli$na viskozita
roztokd apod.).

Za ucelem ziskani optimalnich derivata pro aplikace, bylo vypracovano mnoho postupt pro
chemické modifikace obou typti funkénich skupin dostupnych na fetézci ptirodniho HA, tedy
karboxylovych a hydroxylovych skupin.***? Nicméng, karboxylova skupina je rozpoznavacim
mistem pro HA receptory a hyaluronidazy, tudiz chemickd modifikace téchto skupin miize
zasadnim zpisobem zmeénit biologické chovani v Organismu.13 Také bylo zjisténo, ze HA
ztraci schopnost cileni na CD44 receptory, je-li modifikovana alesponi jedna Ctvrtina
karboxylovych skupin14 a snizuje se rozpustnost ve vodném prostiedi. Z tohoto uhlu pohledu
se jako vhodn&jsi alternativa jevi modifikace hydroxylovych skupin HA.*®



1.2 Polymerni micely

Nejucinngjsi 1éc¢iva Casto mivaji velmi silné vedlejsi nezadouci ucinky. Navic se mohou
pfipojit i dalsi problémy souvisejici se zptisobem podani 1é¢iva, jako jsou obtiznéa rozpustnost
ve vodném prostiedi a biologicka dostupnost, kratkd doba cirkulace v krevnim fecisti,
nevyhovujici biodistribuce do cilového organu, kontakt 1é¢iva s inaktivujicimi latkami, jako
napiiklad enzymy pitomnymi v biologickych tekutinach atd.®**'®'" Naproti tomu, vazba
1é¢iva na vhodné zvoleny nosi¢ miize vést k potla¢eni nezadoucich fyzikalné—chemickych
vlastnosti, k prodlouzeni doby cirkulace v krevnim feciSti a muze rovné€Zz umoznit cilenou
dopravu lé¢iva do urcité (naptiklad nadorové) tkané (bunky ¢i bunééného kompartmentu) a
jeho tfizené uvoliiovani na pozadovaném misté ptisobeni.

Aplikace vétSiny 1€Civ je vSak omezend zejména kviili jejich Spatné rozpustnosti ve vodném
prostredi.>® Odhaduje se, Ze ve vodném prostedi je Spatné rozpustnych az 70 % novych
1€¢iv. Pro zvyseni rozpustnosti 1é¢iva ve vodném prostiedi bylo vyzkouseno mnoho postupti,
ale jako nejslibn&jsi cesta se jevi vyuziti polymernich micel.®**%
Polymerni micely (Obrazek 2) jsou vytvaieny hydrofobni asociaci
tzv. amfifilnich molekul, tj. molekul, které maji urcitou cast
vyrazné hydrofobni a &ast molekuly je vyrazné hydrofilni.?%%"%
Polymerni micela ve vodném prostiedi pak mé hydrofobni jadro a
hydrofilni obal, a jsou obvykle vyuzivdny jako nosice
hydrofobnich 16¢iv.10%3242% Tyorba micel nastava od okamziku,
kdy koncentrace amfifilntho polymeru vzroste nad urcitou

koncentraci oznaCovanou jako kriticka agregacni koncentrace
(CAC). Pri této koncentraci za¢nou hydrofobni segmenty
asociovat, aby minimalizovaly kontakt s molekulami vody, a hydrofilni fetézce se
rozprostiraji do vodného prostfedi.ze’27 Lipofilni 1é¢iva pak mohou byt zachycena
V hydrofobnim stfedu vzniklé micely.

Obrazek 2: Polymerni micela.

1.3 Nosice na bazi amfifilniho HA s aromatickymi postrannimi
retézci

Dosavadni vyzkumy se zaméfovaly zejména na ptipravu amfifilnich derivata s alifatickymi

hydofobnimi skupinami.”??® Lze viak ptedpokladat, 7e 1é¢iva aromatického charakteru,

kterych je zejména mezi kancerostatickymi 1é¢ivy vé&t§ina,?® mohou byt 1épe inkorporovana

do micel aromatickych derivati pomoci n---m interakci.

Jeden z t&chto nosict® (Obrazek 3), amfifilni roubovany polymer kyseliny hyaluronové
(kysela forma), byl ptipraven z HA a polykaprolaktonu esterifikovaného benzylalkoholem
(PCL), ktery byl ziskén polymeraci benzylalkoholu a e-kaprolaktonu. Tato syntéza vSak
vykazuje mnoho nevyhod. Vyuziva naptiklad kyselou formu hyaluronanu a vysokou teplotu
(80 °C po dobu 4 h), coz vede k rozkladu polysacharidového fetézce. Dalsi nevyhodou je
nemoznost piesné definovat délku alifatického fetézce kvili polymerizaci. Pti syntéze PCL se
navic pouzivd vysoce toxicky katalyzator 2-ethylhexanoat cinaty nedoporuceny
pro biomedicinské aplikace, coz predstavuje zdsadni problém kviili registracni dokumentaci.



Velikou nevyhodou takto piipravenych polymernich micel je také relativné vysoka hodnota
CAC (0,05 g-cm ).
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Obrazek 3: HA modifikovany PCL.

Jinym aromatickym nosicem je kyselina hyaluronova (kysela forma) substituovana pyrenem>!
(Obrazek 4). 1-Pyrenmethylamin je ale navazan na karboxylové skupiny HA a blokuje tak
tyto terapeuticky vyznamné karboxylové skupiny polymeru. Navic bylo prokazano, ze
derivaty pyrenu po dermalni i podkozni expozici zptsobuji nadory u myéi.32
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Obrazek 4: Hyaluronan substituovany 1-pyrenmethylaminem.

Existuji i derivaty®®, kde byl HA modifikovan aromatickymi substituenty na hydroxylovych
skupinach (Obrazek 5). Modifikace vSak bohuzel probihala za bezvodych podminek a tudiz
bylo nezbytné pouZzit kyselou formu HA. Reakce byla provadéna ve formamidu, coz je
podeziely karcinogen a potvrzeny teratogen. U derivatli se stupném substituce vy$Sim nez 12
% je dalsi nevyhodou velmi nizka rozpustnost v 0,2M NacCl.
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Obrazek 5: Hyaluronan modifikovany derivatem kyseliny skoficové.



2. Cile disertacni prace

Provést literarni reSer§i a na zaklad¢ ziskanych informaci navrhnout vhodna
modifikacni Cinidla obsahujici aromatické kruhy, pfipadné jejich ptipravu a zpisob
modifikace HA s ohledem na zamyslené aplikace v oblasti nosi¢t 1é¢iv,

pripravit navrzena modifikacni ¢inidla a provést jejich Gplnou charakterizaci,
modifikovat HA pfipravenymi ¢inidly a charakterizovat produkty dostupnymi
spektroskopickymi metodami,

vyuzit modifikovany HA pro ptipravu polymernich micel s vybranymi biologicky
aktivnimi latkami a charakterizovat je,

shrnout vysledky do publikaci v odbornych periodicich a prezentovat je na védeckych

konferencich.



3. Vysledky a diskuze

3.1 Priprava esteru HA s aromatickymi modifika¢nimi ¢inidly

Vybrand modifikac¢ni ¢inidla byla na HA navazana kovalentné pomoci esterové vazby.
V tomto piipadé hydroxylové skupiny pochazeji z HA a karboxylové skupiny pfi této reakci
pochazi z aromatickych kyselin pouzivanych k modifikaci. Hydroxylové skupiny HA byly
vybrany proto, Ze pii jejich modifikaci mize byt HA pouzivan v pfirodni podobg.
Modifikacni cinidlo tak neblokuje terapeuticky vyznamné karboxylové skupiny, a tim
zaroven zachovava rozpustnost HA ve vodném prostiedi.

Piiprava esteri HA zahrnuje dva kroky. Prvnim znich je aktivacni reakce uvazované
karboxylové kyseliny (Schéma 1A). 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 probihd reakci aromatické karboxylové kyseliny a
aktivatoru ve vhodném, s vodou misitelném organickém rozpoustédle, s ptidavkem béze.
Vznikly smé&sny anhydrid se zpravidla neizoluje, ale je ihned v druhém kroku pouzit k reakci
s HA ve smési vody a organického rozpoustédla (stejného jako v aktivaénim kroku), baze a
katalyzatoru (Schéma 1B). V tomto roztoku pak dochdzi k vytvareni esterové vazby mezi
karboxylovou skupinou modifika¢niho ¢inidla a hydroxylovou skupinou HA.
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Schéma 1: Aktivacni krok (A) a samotna modifikace hyaluronanu (B).

3.1.1 Vybér a zdivodnéni struktury modifikac¢nich ¢inidel

Jako vhodné lipofilni substituenty byly vybrany organické karboxylové kyseliny obsahujici
ve své molekule aromatické jadro (Obrazek 6). Jako prvni byla vybrana 4-fenylmdselna
kyselina (4C) kvili dobré dostupnosti, manipulovatelnosti a cené. Na zakladé sledovani
parametri micel pfipravenych z derivath HA a 4-fenylmaselné kyseliny byly dale vybrany
6-fenylhexanova (6C), 8-fenyloktanova (8C) a 11-tolylundekanova kyselina (11C) (obecné
o-fenylmastné kyseliny) s cilem porovnat vlastnosti micel pfipravenych z derivathi HA a
téchto kyselin. Jako dals$i sada aromatickych kyselin byla pouzita série 4-alkoxybenzoovych
11-(9H-karbazol-9-ylyundekanova kyselina (karb) a DL-a-tokoferyl-sukcinat (TOSU).
Vsechny tyto vybrané kyseliny obsahuji aromaticky kruh a lze u nich tedy predpokladat
moznost tvorby m-'m interakci mezi témito acylovymi zbytky tvoficimi jadro polymerni



micely a inkorporovanou aromatickou modelovou latkou. Tyto interakce by mohly vést
ke zlepSeni vlastnosti micel s inkorporovanym aromatickym Ié¢ivem.

OH 8C OH

OH 11C

6C
O Fmoc-6-Ahx-OH (@]
OH

OH

HBxXC OM

L
B

OH x=7,9,11, 13 nebo 15

TOSU

0]

OH
Obrazek 6: Aromatické mastné kyseliny pouzité k modifikaci HA.

Zatimco  kyseliny  4-fenylmaselna,  6-fenylhexanovda a  8-fenyloktanovd  a
DL-a-tokoferyl-sukcinat jsou latky komeréné dostupné, 11-tolylundekanova kyselina byla
piipravena  tiikrokovou  syntézou  vychdzejici  z 11-bromundekanové  kyseliny.
11-Bromundekanové kyselina byla pomoci Fisherovy esterifikace pfevedena na methyl ester,
ktery poté poslouzil jako alkylacni ¢inidlo pii Friedelové-Craftsovée alkylaci toluenu. Chranici
methylova skupina byla odstranéna v poslednim kroku.
o— OH
o Oii o
H* toluen, AICI, X 1) 10% NaOH v MeOH :% A
\ \ [

Br/\(\/}%vLOH MeOH Br%o/ 1) 4°C, 15 min 10 ©/ 2) HCI, H,0 /10 ©/

reflux 2)60°C,2h

Schéma 2: Sled reakcnich krokli vedoucich k pfipravé aromatické karboxylové kyseliny odvozené od
toluenu.

Po uspésné pripraveé derivati HA s o-fenylmastnymi kyselinami, vyvstala otdzka, zda zdména

v

poptipad¢ do jaké miry) vlastnosti micel z tohoto derivatu ptipravenych.
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Jako skelet vhodny =z hlediska ceny, dostupnosti a naro¢nosti navazani
na methyl-11-bromundekanoat byl vybran karbazol, coz je heterocyklus tvofeny tfemi
kondenzovanymi kruhy a obsahujici dusikovy atom. Kyselina
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova byla z karbazolu pripravena ttikrokovou syntézou.
V prvnim kroku byl pfipraven methyl-11-bromundekanoat a ten byl pouzit pro alkylaci
karbazolu v bazickém prostiedi a nasledné byla odstranéna chranici skupina z karboxylové
skupiny.

Dalsi skupinou modifikac¢nich ¢inidel byla série 4-alkoxybenzoovych kyselin. Jako vychozi
laitka byl pouzit methyl-4-hydroxybenzoat. Substituce vodikového atomu hydroxylové
skupiny uspésné probehla za bezvodych bazickych podminek (DMF a K;COs3) pod inertni
atmosférou, a to pomoci n-alkylbromida s délkou fetézce C8, C10, C12, C14 a C16.
Hydrolyza esteru probéhla béhem zahtivani methylesteru v bazickém prostiedi.

3.2 Modifikace HA o-fenylmastnymi Kkyselinami

Optimalizace reakci vedoucich k tvorbé esterit HA a aromatickych mastnych kyselin byla
provedena s 4-fenylmaselnou kyselinou. Optimalizovany postup byl aplikovan na vSechny
dalsi kyseliny této rady.

Z Tabulky 1 je patrné, ze s vyjimkou HA—4C derivati DS klesa s rostouci délkou fetézce
modifika¢niho ¢inidla (naptiklad tadky 7, 10 a 13 nebo 6, 9 a 12). Divodem miize byt
snizujici se reaktivita vychozich kyselin. Derivaty HA—4C se tomuto pravidlu vymykaji.
Divodem mize byt jiné skupenstvi 4-fenylmaselné (pevné) nez u zbyvajicich o-FAK (oleje),

wrwe

anhydridu.

Pokud byl molarni pomér 11-tolylundekanova kyselina:HA roven 1,5:1, nebylo mozné zjistit
DS vysledného produktu. V tomto piipadé totiz nebylo mozné ziskany modifikovany HA
rozpustit na roztok, protoze vzdy vznikal gel, ktery nebylo mozné pievést do NMR kyvety.
Snizeni molarniho poméru na 0,7:1 poskytlo dobfe rozpustny derivat. Ziskané hodnoty DS
derivati HA-11C jsou ve srovnani s hodnotami ziskanymi v pfipadé pouZiti jinych o-FAK
nizké. Je vSak znamo, ze chemickd reaktivita dlouhych mastnych kyselin kles4d s délkou
fetézee®, a proto tyto hodnoty DS nejsou natolik prekvapivé.

I pro pfipravu esteru HA a 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny byly nejprve
vyzkouseny podminky pouzité pro ptipravu esteru HA a 4-fenylmaselné kyseliny. V tomto
ptipadé¢ ale dochazelo ke vzniku produktt s nizkym DS (piiblizné 3 %). Z tohoto dtvodu byly
podminky reakce upravovany (délka reakéni doby obou kroki, teplota reakénich smési,
objem rozpoustédel). Zadnd zména reakénich podminek viak nevedla K p¥ipravé derivétu
s vyrazné vyssim DS. Nejvyssi dosazend hodnota stupné substituce byla 6 %. Kromé nizké
reaktivity kyselin s dlouhym fetézcem mohla byt divodem zisku derivatl s nizkym DS
velka sterickd narocnost karbazolové skupiny, kterd, je-li navdzana na HA, brani ptistupu
dalSich molekul modifika¢niho ¢inidla k polymernimu fetézci. Jinym vysvétlenim miize byt
silnd agregace modifikovaného HA, a tim zabranéni ptistupu dal§ich molekul modifika¢niho
¢inidla.
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Tabulka 1: Vysledky modifikace HA riznymi o-FAK.

Derivat o-FAK: HA DS [%] Efektivitarce [%]  Vytézek[%]
1 05:1 13 26,8 96
2 0,7:1 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 0,7:1 20 29,0 86
8 2:1 47 23,4 89
9 05:1 12 24,6 95
10 HA-8C 0,7:1 18 25,1 72
11 2:1 33 16,2 86
12 HA-11C 05:1 6 12,0 68
13 0,7:1 15 17,7 79

Dalsimi latkami pouzitymi k modifikaci HA Dbyla série 4-alkoxybenzoovych kyselin.
Pro modifikaci HA substituovanou kyselinou benzoovou byl pouzit stejny postup jako
Vv ptipadé modifikace HA o-fenylmastnymi kyselinami. Srovnanim vysledkt modifikace HA
o-fenylmastnymi kyselinami (HA-®-FAK) a 4-alkoxybenzoovymi kyselinami (HA-HBXxC)
(za stejnych podminek), bylo DS derivati HA-—HBxC niz8i. To mohlo byt zpisobeno nizkou
rozpustnosti 4-alkoxybenzoovych kyselin, ale i sterickymi diivody.
kyseliny z podstaty své struktury modifikuji HA tak, ze benzenové jadro je velmi blizko

patefi polymeru.

4-Alkoxybenzoové

Tabulka 2: Vysledky modifika¢nich reakci 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.

DL-a-Tokoferyl-sukcinat (TOSU) byl na HA navazan vyuzitim stejného postupu jako
Vv pfipadé o-fenylmastnych kyselin. Vychozi molarni pomér disacharidu HA a TOSU byl
zvolen 1:0,7 podle optimalniho poméru disacharidu HA a 11-tolylundekanové kyseliny.
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DL-a-Tokoferyl-sukcinat je stericky dosti narocné modifikaéni ¢inidlo a poskytlo pouze
derivaty s nizkym DS (1,1 %).

Ptipravené derivaty byly charakterizovany (1H NMR, IC) a pouzity pro piipravu micel
s resveratrolem. Neni-li uvedeno jinak, byly vS§echny modifikaéni reakce provedeny tiikrat a
vysledny DS byl ziskan jako primér tii hodnot.

3.3 Stanoveni stability micel s FRET barvivy

Jednou z dualezitych vlastnosti nosi¢t 1é¢iv je jejich stabilita ve fyziologickém prostiedi.
Po intravendznim podani na micely pusobi okolni prostiedi (pH, soli), dostavaji se
do kontaktu sriznymi bufikami a zejména proteiny a nastiva vyrazné fedsni.*** Jako
nejvetsi zdroj probléma se v zivém prostiedi jevi pfitomnost krevnich proteint (albumin, a-,
B- a y-globuliny), které se mohou adsorbovat na povrch micel.**3" Adsorpce sérovych
proteini muze indukovat pfedéasné uvolnéni 1é¢iva z micely diky $tépicimu efektu, ktery
muze nastat diive, nez micely dosahnou cilovych mist. Pfili§ rychlé a nekontrolované
uvolnovani 1é¢iv z nosici omezuje jejich aplikace.

Na Obrazku 7 vlevo je zachycen trend zavislosti stability micel na délce alifatického fetézce
pouzitého modifika¢niho ¢inidla pro derivaty HA-4C, HA-6C, HA-8C a HA-11C. Z poméru
Ioi/(IpirtIpio) 1ze pozorovat, ze stabilita micel s délkou fetézce stoupala. Pomaleji se
rozpadajici micely si zachovavaly tento pomér v ¢ase vyssi. Prodluzovani délky ftetézce
pravdépodobné umoziuje lepsi usporddani jadra micely (benzenovych jader modifika¢niho
¢inidla) a vytvofeni stabilngjsi micely. Micely derivatu HA-11C se jevily jako téméf
optimalné stabilni a béhem sledovani dochédzelo K rozpadu jen zanedbatelného mnozstvi
micel.

1,0
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Obrazek 7: Srovnani stability micel derivati HA-4C, HA-6C, HA-8C a HA-11C, Mw=15 kDa, c=1,5
mg-crnf3 (vlevo); srovnani stability micel derivatt HA-HB8C, HA-10C a HA-12C, Mw=6 kDa, ¢=1,5
mg-cm ° (Vpravo).

Dalsi série testovanych micel byly micely pfipravené z derivati HA a 4-alkoxybenzoovych
kyselin. Na Obrazku 7 vpravo je zachycena zévislost poméru intenzit jednotlivych FRET
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barviv na case. VSechny testované micely (HA-HB12C, HA-HB10C, HA-HBS8C) se vsak
V pfitomnosti albuminu jevily jako nestabilni.

Stabilita micel zbyvajicich dvou typtu derivata (HA-TOSU a HA—karb) nebyla provedena,
protoze se tyto derivaty ukazaly jako cytotoxické (kap. 3.7) a tedy byly z dalSich testovani
vylouceny.

3.4 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).* Hodnota CAC amfifilnich derivati HA byla stanovena fluorescencné s vyuzitim
Nilské Gerveng jako fluorescenéni sondy.*

Tabulka 3: Hodnoty CAC jednotlivych derivatu.

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

Na zékladé téchto vysledkli 1ze konstatovat, Ze hodnota CAC neni vyrazngji ovlivnéna
strukturami pouzitych substituentd.

3.5 Dynamicka viskozita

Dynamicka viskozita je mirou vnitintho odporu zptisobeného vnitinim mezimolekulovym
tfenim, ktery musi kapalina pfekonat, aby doslo k jejimu toku. Cim vétsi mezimolekulové
sily jsou, tim vyssi je dynamicka viskozita roztoku. Viskozita roztoku pravdépodobné souvisi
srychlosti uvolfiovani 1é¢iva znosiCovych systémi. ZvySujici se viskozita roztoku
nosic¢ového systému pravdépodobné zplisobuje pomalejsi uvoliiovani 1é¢iva ze systému"’o’41 a
pravé pomalé uvoliiovani 1é€iva je velmi dillezity parametr, ktery by mély nosi€ové systémy
splnovat.

Na Obrazku 8 vlevo je znazornéna zavislost dynamické viskozity (osa y) na smykové
rychlosti (osa x) pro roztoky derivatt HA-o-FAK s DS okolo 17 %. Z grafu je vidét, ze
viskozita roztokli derivati stoupd s délkou fetézce modifika¢niho ¢inidla. Nejvyssi viskozita
byla pozorovana u roztoku derivatu HA-11C.
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Obrazek 8: Dynamicka viskozita derivatt HA (HA—o»-FAK a HA—karb).

Dynamicka viskozita byla sledovana také u derivati HA—karb. Na Obrazku 8 vpravo jsou
znazornény tokové kiivky derivatt HA—karb s riznymi DS, které jsou srovnany s tokovou
ktivkou derivatu HA-11C. Lze zde pozorovat velké rozdily hodnot dynamické viskozity
derivatl s témet shodnym DS. Nevyzpytatelné chovani tohoto derivatu miize byt zptisobeno

napiiklad nedokonalym ,,skladanim* hydrofobnich substituentli uvniti micely. Karbazolovy
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heterocyklus je stericky naro¢ny a uspotadani hydrofobnich fetézcti mize tedy byt naro¢néjsi.

Pfi  tvorbé micely (méfeni
viskozity probihd pii koncentraci
nad hodnotou CAC) dochazi
k nahodnému sbalovani
polymerniho fetézce a mize tak
dojit k takovému uspotradani
jadra, které neni energeticky
pfili§ vyhodné.

Jako posledni srovnavany derivat
byl proméfen derivat HA-TOSU
a vysledky byly porovnany
s HA-11C (Obrazek 9).
Dynamick4 viskozita derivatu
HA-TOSU je niz8i nez viskozita
derivatu HA-11C. Podle trendu,
ktery byl pozorovan pro roztoky
derivatt HA-®-FAK by tento
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e nativni HA (15 kDa)

100 4
HA-11C (DS=14,4 %)

10 4

‘@ ®e
Z‘f 14 ’o...
l; ...'o
011
AL T TTYN coee
0,01 4
O eeteceecctccrcasssrccrccsccscsceccscasssse®
1E-3 T T T T
0,1 1 10 100 1000

7[s"]

Obrazek 9: Tokové kiivky derivatht HA-TOSU, HA-11C a
prirodniho HA.

vysledek mél poukazovat na moznou niz$i 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. 3.6).

Vzhledem K porovnani vysledki vazebnych kapacit micel derivati HA-11C a HA-TOSU a
viskozit téchto derivati lze usoudit, ze tuto metodu (méfeni dynamické viskozity) nelze
spolehlivé pouzit pro predikci vazebné kapacity micel.
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3.6 Studium inkorporace modelovych latek do micel

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit hypotézu, ze aromatické biologicky aktivni latky
(naptiklad 1éc¢iva) budou v miceldch na bazi aromaticky substituovaného HA pevnéji
inkorporovany nez v micelach na bazi alifaticky substituovaného HA. Vazebna kapacita micel
ptipravenych z aromaticky modifikovanych HA byla proto porovnana s vazebnou kapacitou
micel ziskanych z amfifilnich derivati HA modifikovaného nearomatickymi modifikacnimi
¢inidly.

Jako modelova latka byl vybran resveratrol. Pro testovani micel S touto modelovou latkou
byly z fady derivath HA—®-FAK vybrany pouze micely derivatu HA-11C, kvuli stabilité
Vv pfitomnosti krevniho proteinu albuminu. Déle byl resveratrol inkorporovan do micel
derivatt 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 (HA
modifikovany kyselinou olejovou).

Resveratrol (Obrazek 10) je neflavonoidni polyfenol pfirozené se vyskytujici v mnoha

rostlinach.*?#
OH
HO O NN ‘
OH

Obrazek 10: Struktura resveratrolu.

Resveratrol vykazuje mnohé blahodarné ucinky a vyuzivd se pro rtzné, zejména topicke,
aplikace zartznych fyziologickych a patologickych podminek.*? Jako nejran&jsi objev
prospésnosti resveratrolu pro lidsky organismus je povazovan kardioprotektivni ¢inek,®
souvisejici s antioxida¢nimi schopnostmi resveratrolu. V klinické praxi je resveratrol
pouzivan naptiklad k oSetfeni pokozky postizené psoriélzou.42

Zjisténé hodnoty vazebnych kapacit micel obou derivatt HA-11C a HA-C18:1
s resveratrolem jsou shrnuty v Tabulce 4. Vazebna kapacita micel pfipravenych za pouziti
methanolu jako rozpoustédla byla velmi dobra, ale kviili toxicité nebude vhodné jej pouzivat.
Dalsi pouzita rozpoustédla, ethanol i propan-2-ol (IPA), pouzita pifi inkorporaci poskytla
micely s dobrou vazebnou kapacitou resveratrolu. Pro dalsi testovani byl, zejména kviili cen¢,
pouzivan IPA i ptes to, ze vysledky byly v ramci testovanych rozpoustédel nejhorsi. Pfiprava
micel z dalSich derivatt (HA—karb a HA-TOSU) a resveratrolu byla tedy provadéna
za vyuziti IPA jako rozpoustédla pro resveratrol.
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Tabulka 4: Vysledky vazebnych kapacit micel s inkorporovanym resveratrolem.

g = £ =
*§ ¢ 3 |9E : 3

9 = 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 ptipravenych z derivatu HA—karb byla rovnéz stanovena na modelu
inkorporovani resveratrolu. Pro stanoveni vazebné kapacity byly vybrany derivaty se ¢tyimi
riznymi stupni substituce (3,4 %; 4,1 %; 5,4 % a 7,2 %) abychom zjistili, zda i tyto malé
rozdily v DS mohou ovlivnit vazebnou kapacitu micel. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky vazebné kapacity micel ptipravenych z derivatu HA—karb.

Derivat DS [%] Vstupni mnozstvi  p [%]
resveratrolu [mg]

1 3,4 3 0,74
2 4,1 5 1,05
3 HA_karb 4,1 3 0,96
4 54 3 2,43
5 7,2 3 2,49

Vysledky méfeni vazebnych kapacit byly vSak ptekvapivé rozdilné i pfes minimalni rozdily
v DS. Micely derivati 3 a 4 vykazuji velmi odliSné hodnoty vazebné kapacity 1 ptes to, Ze
tyto derivaty byly pfipraveny za zcela stejnych reakénich podminek. Tyto vysledky
koresponduji s vysledky meéteni dynamickych viskozit roztok derivati, kdy derivaty
pfipravené za stejnych podminek vytvortily rozdilné viskdzni roztoky.

Z Tabulky 6 je patrné, ze micely derivatu HA-TOSU maji velmi dobrou vazebnou kapacitu a
to 1 pies velmi nizky stupeni substituce derivatu, z né¢hoz jsou micely piipravené (DS=1,1 %).

Tabulka 6: Srovnani vazebnych kapacit micel vybranych derivatu.

Derivat DS [%] Vstupni mnozstvi Vstupni mnozstvi | [%6]
derivatu [mg] resveratrolu [mg]
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
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Pro ziskéni dalSich vysledki umoznujicich srovnani aromatickych micel HA-11C a
alifatickych micel HA-C18:1 byl pro inkorporaci vyuzit i retinyl-palmitat, jehoz struktura
také obsahuje velké mnozstvi dvojnych vazeb schopnych poskytnout n-elektrony

pro vytvoteni m-'m interakci.

Retinyl-palmitat (Obrazek 11), patfici do skupiny retinoidu, je nejstabilngjsi formou vitaminu
A a zaroven slouzi jako zasobni forma tohoto vitaminu. Retinoidy jsou esencialni
pro normalni rdst, zrak, imunitu, embryogenezi a neurogenezi a také inhibuji vznik a rozvoj
nadora.** Z farmakologického hlediska nebyly popsany kvalitativni rozdily mezi

retinyl-palmitatem a ostatnimi retinoidy.*°

N Y N

Obrazek 11: Struktura retinyl-palmitatu.

Vysledky méfeni vazebnych kapacit micel s iinkorporovanym retinyl-palmitatem jsou
zaznamenany v Tabulce 7. Jako rozpoustédla pro retinyl-palmitat byly pouzity ethanol a IPA.

Tabulka 7: Vysledky vazebnych kapacit micel s inkorporovanym retinyl-palmitatem (RP).
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100:12 EtOH 2,6 100:12 EtOH 2,4
100:12 IPA 7,2 100:12 IPA 43

Z Tabulek 6 a 7 je jasné, ze vazebna kapacita aromatickych micel je vyss$i nez vazebna
kapacita micel neobsahujicich aromaticky substituent. Lze ptfedpokladat, Ze tento trend je
zpiisoben pfitomnosti m---m interakci a vysokou hydrofobicitou aromatického jadra micely a
inkorporované latky.

Srovnani vazebnych kapacit obou typli micel potvrzuje ptedpoklad o vyssi ,.afinité*
aromatickych 1é¢iv €1 biologicky aktivnich latek (resveratrol, retinyl-palmitat) k aromatickym
miceldm nez k miceldm neobsahujici na n-elektrony bohaté jadro.

3.7 Cytotoxicita derivati

Jelikoz jsou piipravené derivaty HA zamysleny pro in vivo aplikace, je dulezité, aby nebyly
toxické vuci organismu, do né&jz jsou aplikovany. Latky obsahujici ve svém skeletu
benzenovy kruh vSak obecné nebudi pfiliSnou divéru. Na druhou stranu, je znamo, ze
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aromatické mastné kyseliny jsou béznou soucésti pfirody a maji své, pro organismus
prospésné, funkce. Naptiklad 4-fenylméselna kyselina vykazuje protinadorovy efekt inhibici
histonovych deacetylaz®’ &i inhibuje stres endoplazmatického retikula.”® Diive byla tato latka
pouzivana k 16&b& poruch mocovinového cyklu.*® Vsechny pouZité aromatické mastné
kyseliny jsou také p¥irozenou slozkou kravského mléka.*® 11-Tolylundekanové kyselina spolu
s dal§imi (aromatickymi) mastnymi kyselinami tvofi lipidovou ¢éast semen rostliny
Dracunculus vulgaris (Drakovec obecny).™

I pres tyto znalosti je maximalné vhodné podrobit pfipravené derivaty testovani
na cytotoxicitu. Cytotoxicky ucinek byl sledovan po dobu tii dnti (prvni den = T24, druhy den
= T48, tieti den = T72) na Swiss 3T3" burikdch. Kromé bunék osetienych roztoky derivati byl
sledovan i slepy vzorek (oznaeny jako CTRL). Porovnianim vysledkii viability’ bungk
po osetfeni roztoky derivatt HA—o-FAK s vysledky viability bun¢k slepého vzorku je ziejmé,
ze ve sledovaném cCase sledované derivaty neptisobi na buiky toxicky v zadné testované
koncentraci. Na Obrazku 12 je zachycena mira aktivace/inhibice viability v ¢ase. Uvedeny
parametr naznacuje, zda a do jaké miry dochdzi k mnozeni a ristu bunck (aktivace) ¢i zda
naopak dochazi k redukci jejich poctu (inhibice) ptisobenim testované latky.
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Obrazek 12: Mira aktivace/inhibice viability bunék roztoky derivati HA-4C, HA-6C, HA-8C a HA-
11C.

Pokud se bunky i po aplikaci testované latky mnozi a rostou, neplisobi na né testovana latka
negativné. Vysledky plisobeni testovanych latek se porovnavaji s vysledky slepého vzorku,

"Mysi fibroblasty bun&éné linie 3T3 prokazuji vysokou miru citlivosti na kontaktni inhibici (tj. zastaveni d&leni
zivo¢isnych bungk v kultufe vzajemnym dotekem), a jsou proto b&zné pouzivany pro testovani cytotoxicity in
vitro.

2 .
zivotaschopnost
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aby byla vyloucena moznost, ze naptiklad pouzivané buiikky nejsou zivotaschopné samy o
sob&. Hranice toxicity jsou uréeny podle oficialni tabulky SZU (Statni zdravotni ustav).

Dalsi skupinou testovanych derivati 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 zddné testované koncentraci.
Po 72 h vsak derivaty HA—karb vykazaly inhibi¢ni chovéani vic¢i 3T3 bunkédm. Derivat HA-
karb s DS=3.4 % vykazoval pfi koncentraci 1 000 a 500 pg'cm73 silné toxické u¢inky na 3T3
buiiky. Derivat HA—karb s DS=5,4 % pii koncentraci 1 000 a 500 pg-cm > vykazoval silng
toxické, pii koncentraci 100 ug~cm73 slabé toxické ucinky a jen v koncentraci 10 ;,tg'cmf3
nebyl derivat po 72 h pisobeni cytotoxicky.

Pro zjisténi zdroje toxicity byla podrobena stanoveni samotna
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova kyselina. Touto zkouskou bylo zjisténo, Ze uz
pii koncentraci 22,5 pg-cm”? inhibuje 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova kyselina riist bundk
(Obrazek 13 vlevo). Protoze toxické Gcinky nejsou pozorovany ihned ale az po dvou ¢i tiech
dnech pisobeni, je pravdépodobné, ze toxicka neni 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanova
kyselina, ale naptiklad metabolity nebo produkty hydrolyzy, které od ur¢ité koncentrace
inhibuji rtst bunek.

I derivat HA-TOSU byl podroben testovani cytotoxicity. Tento derivat po 72 h testovani
plsobi v koncentraci 1000 a 500 ugcmf3 siln€¢ cytotoxicky (Obrazek 13 vpravo). I derivat
HA-TOSU byl po testovani a ovéfeni pravdivosti vysledkll piecistén a testovani bylo
zopakovano. Bohuzel toto opakované testovani nepfineslo lepsi vysledky a i tyto derivaty
byly shledany cytotoxickymi.
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Obrazek 13: Mira aktivace/inhibice viability bunek osetfenych roztokem

11-(9H-karbazol-9-yl)undekanové kyseliny (vlevo); mira aktivace/inhibice viability bunék osetienych
roztokem HA-TOSU (vpravo).

Z tohoto diivodu byl vyzkum tohoto derivatu i pies nadéjné vysledky vazebné kapacity micel
ukoncen. Tyto vysledky byly pomérné piekvapivé. Vysvétleni pro toxicitu derivatu mize byt
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nasledujici. Bylo totiz zjisténo, ze o-tokoferyl-sukcinat poskytuje pozitivni test vymény
sesterskych chromatid. Ur¢ité frekvence jejich vymény je bézné a spontanni. Je-li ovSem tento
proces castéjsi (14-100 vymén na chromozomovy par za jednu mitdzu), predstavuje
pro organismus riziko. Tato vyména je davana do souvislosti sindukci mutaci a
cytotoxicitou.>

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

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze stanoveni toxicity pfipravenych derivati HA vyloucilo dva
typy derivata: HA—karb a HA-TOSU. Zejména vylouceni derivatu HA-TOSU bylo velkym
zklaménim, protoze podle vysledkl vazebné kapacity micel byl tento derivat velmi nadéjny.
Zbyvajici derivaty byly vyhovujici: skupina HA-o-FAK, HA-HB8C, HA-HB10C a HA-
HB12C.

3.8 Hemolyticka aktivita derivatu HA-11C

Neopomenutelnym parametrem, podle kterého jsou posuzovany nosicové systémy, je jejich
hemokompatibilita. Hemolyza nastava tehdy, kdyz jsou membrany cervenych krvinek
naruseny a dojde kuvolnéni hemoglobinu z bunky. Hemolyza mulze v krajnim ptipadé
negativné ovlivilovat zdravi a zpiisobovat naptiklad chudokrevnost ¢i vysoky krevni tlak.
Materialy ¢i latky zamyslené jako nosicové systémy musi byt proto hemokompatibilni.

Hemolytickd aktivita derivatu HA-11C byla testovana jak v systému plné krve tak 1
na promytych erytrocytech. Jako pozitivni kontrola byl pouzit materidl Tween 20, ktery
zpusobuje hemolyzu jiz v malé koncentraci. Pro samotny derivat HA—11C nebyla pozorovéana
hemolyticka aktivita (Obrazek 14).
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Obrazek 14: Vysledek méteni hemolytické aktivity derivatu HA-11C.
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4. ZAVER — prinos pro védu a praxi

Cilem této disertacni prace bylo navrhnout originalni funkcéni nosiCové systémy zaloZené
na hyaluronanu (HA). Dulezitym hlediskem byla zejména kompatibilita nosi¢ovych systémi
s aromatickymi 1é¢ivy. Bedlivé vSak byly sledovany také dalsi parametry kladené na aplikace
téchto nosiCovych systémt, jako napiiklad dostatecné nizké kriticka asociacni koncentrace
nosicovych systémt, jejich stabilita v ptitomnosti krevniho proteinu albuminu ¢i cytotoxicita.

Navrzeno bylo nékolik skupin nizkomolekularnich aromatickych latek (modifikacnich
Cinidel), které mohly byt nendronymi postupy navazany na hydroxylové skupiny HA.
Pfi navrhovéani vhodnych substituentli musel byt také bran zietel na hledisko odbouratelnosti
téchto latek v organismu. Béhem pfipravy vSech nizkomolekularnich latek byly pouzity
netoxické reagenty nebo takové, které bylo mozné z produkti beze zbytku, shadno a
prokazateln¢ odstranit.

Samotny proces navazani ptipravenych substituentl na HA byl navrzen tak, aby HA nemusel
byt nikterak upravovan (pfevadén na kyselou formu a podobn¢), protoze za podminek
pouzivanych pii téchto upravach dochazi zpravidla k degradaci polymerniho fetézce.
Modifikace vzdy probihaly na hydroxylovych skupinach HA, tedy tak, aby karboxylové
skupiny ziistaly volné. Timto byla zachovana rozpustnost HA ve vodném prostiedi, a také
umoznéno piirozené cileni nosicovych systému na HA receptory.

Hyaluronan byl modifikovan tfemi skupinami substituentd: o-fenylmastnymi kyselinami,
4-alkoxybenzoovymi kyselinami a DL-a-tokoferyl-sukcinatem. o-Fenylmastné kyseliny se
lisily délkou fetézce, coz znamenalo, po navazani na HA, rostouci vzdalenost aromatického
jadra od fetézce polymeru. Derivat HA jedné ztestovanych kyselin, 11-tolylundekanové
kyseliny, se ukézal jako velmi dobry nosiovy systém spliujici vSechny pozadavky. Jistym
analogem této latky byla 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovakyselina, kde bylo benzenové
fetézec byl na aromat vazan pies dusikovy, nikoliv uhlikovy atom. NosiCovy systém
ptipraveny z HA modifikovaného touto kyselinou se vSak ukazal byt cytotoxicky. Také
vysledky vazebné kapacity nebyly uspokojivé, a proto bylo od dalsiho vyzkumu tohoto
derivatu upusténo. Stejny problém (toxicita vici buiikkam) byl pozorovan i u nosicovych
systému pripravenych z derivatt HA a pL-a-tokoferyl-sukcinatu, coz bylo velké zklamani,
protoze micely téchto derivatu vykazovaly vysokou vazebnou kapacitu i pfes nizky stupen
substituce. Posledni skupinou testovanych derivati byla série 4-alkoxybenzoovych kyselin,
které byly pfipraveny substituci hydroxylové skupiny 4-hydroxybenzoové kyseliny rtzné
dlouhymi alifatickymi fetézci. V tomto ptipad¢ byl, po navazani na polymer, aromaticky kruh
stale ve stejné vzdalenosti od polymeru, ale prodluzoval se terminalni alifaticky fetézec
tvotici jadro micely pfipravené ztéchto derivati. Tyto micely vSak nebyly stabilni
V pfitomnosti krevniho proteinu albuminu, a tudiz byl jejich vyzkum zastaven.

Vlastnosti ptipravenych derivati HA (naptiklad kritickd asocia¢ni koncentrace, cytotoxicita) a
zejména jejich micel (napfiklad vazebna kapacita, stabilita v pfitomnosti albuminu), byly
porovnany a byly vybrany ty derivaty, které splnovaly vSechny pozadavky kladené na funk¢éni
nosicové systémy. Uvedené parametry jsou velmi dilezité, a jejich nesplnéni vedlo
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K vylouceni derivatt HA a 4-alkoxybenzoovych kyselin, DL-o-tokoferyl-sukcinatu a
11-(9H-karbazol-9-yl)undekanovékyseliny (a z nich pfipravenych micel) z dalSiho testovani.
U zadného z derivati HA s o-fenylmastnymi kyselinami naopak toxicita prokazéna nebyla.
Stabilita micel pfipravenych z této skupiny derivati stoupala v piitomnosti albuminu se
stoupajici délkou alifatického fetézce w-fenylmastné kyseliny. Zatimco micely derivatu HA—
4C byly nestabilni ve vSech testovanych koncentracich, micely derivatu HA-11C jiz dosahly
dostatecné stability pro aplikace do krevniho ob&hu.

Stejny trend byl pozorovan i pro vazebnou kapacitu micel. Se stoupajici délkou alifatické¢ho
fetézce m-fenylmastné kyseliny stoupa i mnozstvi inkorporované modelové latky. Micely
derivatu HA-11C reprodukovateln¢ inkorporovaly vétsi mnozstvi aromatickych modelovych
latek (resveratrolu a retinyl-palmitatu) nez micely nearomatického derivatu HA-C18:1. Tento
jev mize byt pfipsan m- -7 interakcim mezi aromatickym jadrem micely a m-elektronovymi
systémy modelovych latek.

Z hlediska dalSich sledovanych vlastnosti derivathi HA (CAC) 1 jejich micel ({-potencial,
velikost micel) byly micely piipravené z derivatu HA-11C shledany jako nejlépe vyhovujici
funkéni nosi¢ové systémy.

Dosazené vysledky se mohou stat inspiraci pro dal$i vyzkum zabyvajici se vztahy mezi
jaddrem micely a inkorporovanou latkou/IéCivem, zejména vyuziti n---w interakci, protoze tyto

vvvvvv

micel.
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