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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit nosi¢ové systémy na bazi nativniho hyaluronan
s vyuzitim lyofilizace coby vhodné metody pro zajiSténi interakce mezi konkrétnim lécivem a
polymerni strukturou. K pfipravé systému byl vyuZit terc-butylalkohol coby ko-rozpoustédlo
podporujici hydrofobni efekt mezi 1éCivem a hydrofobnimi doménami hyaluronanu. Vzhledem
k tomu, ze vSechny polarni skupiny zaujimaji ekvatorialni polohu, pfipadaji na axialni polohu
pouze vodiky, ¢imz ziskdva molekula amfifilni charakter. Pfedchozi studie potvrdily, ze suSeni
mrazem je uziteCnou metodou pro pfipravu nosicovych systému. Nicmén€, tato studie se
zaméfuje na piipravu zminénych systému ze vzorku realnych 1éCiv, které diive byly nahrazeny
fluorescen¢nimi sondami. Diky dobrym fluorescenénim vlastnostem vSech vzorka byla coby
hlavni metoda vyhodnocujici ispéSnost pfipravy zvolena fluorescencni spektrometrie. Dal§imi
metodami byly termogravimetrickd analyza a infraCervena spektrometrie s Fourierovou
transformaci. VSechny tyto metody potvrdily, ze lyofilizace je u€innou metodou pro piipravu
nosi¢ovych systému realnych 1é¢iv. Vybornych vysledka bylo dosazeno ve smyslu rozpustnosti
lyofilizovanych systémt. Na zavér byla pomoci head-space mikroextraakce na pevné vrstvé
stanovena koncentrace residualniho ko-rozpoustédla. Tato metoda taktéz piinesla cenné
informace a potvrdila, ze terc-butylalkohol se v lyofilizovanych systémech nachazi pouze ve
stopovém mnozstvi.

KLIiCOVA SLOVA
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to prepare native hyaluronan-based carrier systems using the
lyophilisation as a suitable method to ensure an interaction between certain drugs and the
polymeric structure which would lead to an increased solubility of hydrophobic drugs. For the
preparation of such a system the zert-butyl alcohol was used as a co-solvent with the ability to
support hydrophobic effect between the drug and a hydrophobic domain of hyaluronan. Since
all polar domains of hyaluronan are located in the equatorial position, the axial position is
occupied by hydrogens and therefore the molecule gains the amphiphilic character. Previous
studies have confirmed that freeze-drying is a useful method for a carrier system preparation.
However, this study focuses on the preparation of such systems with samples of real drugs,
which were previously replaced by fluorescence sondes. Since all drug samples have good
fluorescence characteristics, the fluorescence spectroscopy was used as the main method to
determine the success of the preparation. Other methods included a thermogravimetric analysis
and the infrared spectroscopy with Fourier transformation. All the mentioned methods have
confirmed that lyophilisation is a useful method for the preparation of the carrier systems with
real drugs. Great results have been achieved in the terms of the solubility of freeze-dried
systems. In the last step, the co-solvent residues were determined by head-space solid phase
microextraction. This method also provided some valuable information and confirmed that tert-
butyl alcohol could be found in the lyophilised systems only on very low levels.
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hyaluronan, lyophilisation, carrier system, tert-butyl alcohol, hydrophobic effect
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1 UVOD

Definovat, vjakém obdobi Clovék poprvé zacal 1€Cit své nemoci, je takika nemozné.
Z archeologickych nalezt vime, Ze jiz v praveku se lidé pokouseli napravovat zlomeniny a dalsi
urazy, piestoze ne vzdy dosli k uspésnym vysledkim. Ze starovékého Egypta (2600 pf. n. 1.)
pochazi na papyru dochovany seznam nemoci a navrhu jejich 1écby sepsany Imothepem, ktery
byl pozdé€ji Egyptany prohlasovan za svatého [1]. Otcem mediciny je nazyvan Hippokrates,
ucil pfistupovat k nemocnym lidem individualné, protoze kazdy potiebuje lék dle svého
komplexniho profilu. Zaroven vedl zaky k predepisovani lékad v zavislosti na predchozi
zkusSenosti [2].

Od Hippokratovych dob ubé&hla jiz spousta let. Doslo k rozvoji véd, mediciny, technologii
a kvalita zivota se tak nesrovnatelné zlepsSila. Nemoci vSak trapi lidskou populaci neustale,
proto 1ékati dennodenné svymi znalostmi a umem zachraruji lidské zivoty a stejné tak i védci
v laboratotich zkoumaji a vylepsuji latky, které by mohly pomoci v boji s t€émito nemocemi.
Jednou ze spoleCnosti, ktera na trh dodava nové medikamenty, je spolecnost Boehringer-
Ingelheim, ktera dala podnét pro vznik této prace. Prvnim krokem je vymyslet a syntetizovat
slouCeninu, ktera by byla u¢inna v boji s nemoci nebo organismus pfed nemoci chréanila. Ve
druhém kroku je potfeba pfijit na to, jak zajistit, aby tato latka byla dopravena do organismu
a mohla pusobit praveé tam, kde je ji potfeba. Této otazce byl vénovan dale uvedeny vyzkum.
Konkrétné bylo cilem vytvorit systémy, ve kterych by hydrofobni 1é¢ivo bylo poutano na
hydrofilnim nosi€i, ktery by pomohl zabezpecit jeho rozpustnost ve vodném prostiedi. Za
teoreticky vhodnou metodu byla vybrana pfiprava takovychto systémt pomoci lyofilizace
s vyuzitim terc-butylalkoholu coby ko-rozpoustédla, kde by lé¢ivo bylo v nosici (hyaluronanu)
poutano pomoci hydrofobniho efektu.

Na toto téma bylo provedeno jiz vice vyzkum, jejichz prehled je uveden v oddile Soucasny
stav feSené problematiky. Jedna se vSak s nejvétsi pravdépodobnosti o prvni praci, ktera pro
tuto metodu vyuziva skutecna 1éciva na rozdil od predchoziho vyuziti fluorescencnich sond,
které 1éCivo pouze simulovaly. Jde tak o dalsi krok navazujici na praci fady védcu, ktery by
mohl piinést uzite¢né informace pro budouci vyzkumy a v idealnim ptipadé vedl k praktickému
vyuZiti této metody pii 1éCbé pacientt.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Historie vyzkumu hyaluronanu

Témér kazda odborna prace zabyvajici se hyaluronanem, jeho vlastnostmi, pouzitim ¢i
interakcemi ve svém uvodu zminuje, ze hyaluronan je nejjednodussi glykosaminoglykan
skladajici se =z alternujicich se jednotek soli kyseliny D-glukoronové a N-acetyl-D-
glukosaminu. Dale byva uvedeno, ze se jedna o linearni, anionickou, nesulfatovanou,
polymerni slouc¢eninu vyskytujici se v téméf vSech savcich tkanich. Je soucasti mezibunécné
hmoty a diky svym viskoelastickym vlastnostem slouzi jako lubrikacni ¢inidlo v mistech styku
tkani. Je pfedmétem zkoumani pro svou biokompatibilitu, hydrofilitu, pro vlastnosti spojené
s roli signalni molekuly v pfitomnosti zanétu ¢i karcinomu a nezanedbatelny je také jeho pfinos
v chemii nosicovych systému a farmaceutické medicin€é. Ani tato prace tak neni vyjimkou
a shrnuje vySe zminéné vlastnosti slou€eniny, ktera zajima védce uz vice nez 90 let.

Historie zkoumani hyaluronanu sahé na konec 19. stoleti. V roce 1880 byl ve francouzském
Casopise Journal de I’anatomie et de la physiologie normales et pathologiques de I’hommes et
des animaux publikovan ¢lanek H. Beauregarda Etude de corps vitré (Sesky: Studie o¢niho
sklivce), v némz je zminén vyzkum M. Portese, farmaceuta nemocnice de Lourcine. Portes se
zabyval slozenim hovéziho o¢niho sklivce a doSel k zavéru, ze 98,91 % tvoii voda, z 0,83 %
jsou zastoupeny anorganické soli a 0,26 % tvori organické latky, které dale rozdélil na
albuminoidni latky a mocovinu a dalsi slouceniny. Z albuminoidnich latek analyzoval albumin,
globulin a mucin, coz je oznaceni pro skupinu vysokomolekularnich glykoproteind. Sloucenina
nalezena ve sklivci vSak svymi vlastnostmi neodpovidala mucinim dokonale, proto pro ni
Portes navrhl novy nazev, a to hyalomucin (hyaloid = sklivec) [3].

Zasadnim se stal rok 1934, ve kterém vySel clanek Karla Meyera a Johna Palmera popisujici
strukturu sacharidu nove nazvaného kyselina hyaluronova. Nazev vznikl spojenim slov hyaloid
a uronic acid (uronova kyselina), coz jsou obecné kyseliny obsahujici jak karboxylovou, tak
aldehydickou skupinu [4]. Pozdé&jsi studie ukazaly, ze je monomer hyaluronanu slozen z D-
glukoronové kyseliny a D-N-acetylglukosaminu. Meyer a Palme se v ¢lanku také zmiruji, ze
objevena vysokomolekularni sloucenina se v zivych organismech vyskytuje pravdépodobné
vyhradné ve formé své soli, coz bylo nasledné potvrzeno. Meyer vénoval velkou ¢ast svého
zivota studiu této slouceniny, a tak o 20 let pozdéji dosSel ke zjiSténi, ze jsou sacharidové
jednotky vazany alternujici se B-1-3 a 3-1-4 vazbou. Popsal tak primarni strukturu latky, ktera
je do dnesnich dna pfedmétem zajmu veédcu po celém svéte.

Slouc€eninu se kromé o¢niho sklivce podatilo také izolovat naptiklad z kohoutiho hiebinku nebo
pupecni Snuary. Otazkou vsak zlstavalo, zda se kyselina hyaluronova vaze na proteiny
a vyskytuje se tak vyhradné v podobé glykoproteinu. Odpovéd byla spojena se zjiSténim
mechanismu syntézy hyaluronanu, kdy se ukézalo, ze jeho elongace probiha na redukujicim
konci bez potieby proteinového primeru. Hyaluronan tak znovu potvrdil svou jedine¢nost mezi
ostatnimi jemu podobnymi slou¢eninami [5].
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2.2 Chemicka struktura

Jak jiz bylo dfive zminéno, molekula hyaluronanu je sestavena z alternujicich se jednotek soli

D-glukoronové kyseliny a D-N-acetylglukosaminu, které jsou mezi sebou propojeny stiidave
se opakujici vazbou B-1-3 a B-1-4 (viz. Obr. 1) [6]. Struktura je energeticky vysoce stabilni,
coz je vysledkem beta konfigurace glukézovych skelett, diky niz se objemnéjsi funkcni
skupiny nachézeji v energeticky vyhodnéjsi ekvatorialni pozici, zatimco axialni pfislusi
atomim vodiku. Oddélenim jednotlivych skupin do dvou rovin tak sloucenina ziskava dva
charaktery — v roviné axialni nabyva nepoléarnich, hydrofobnich vlastnosti, zatimco v roviné
ekvatorialni vyrazné prevlada hydrofilni chovani. Vzhledem k mnozstvi a velikosti polarnich
skupin vSak vykazuje slouCenina jako takova v interakci s rozpoustédlem vysoce hydrofilni
charakter [7].

HNCOCH 5

Obr. 1: Vzorec aniontu kyseliny hyaluronové

Z pohledu polymeru bylo v prabéhu 20. stoleti pfedpokladano, ze hyaluronan vytvaii dlouhé
linearni fetézce, které jsou v pfitomnosti polarniho rozpoustédla v konformaci expandovaného
nahodné stoceného klubka. John E. Scott, ktery se po cely zivot vénoval studiu proteoglykana
a hyaluronanu vSak v roce 2001 publikoval ¢lanek [8], ve kterém popira ndhodnost konformace
fetézct hyaluronanu. Misto toho uvadi, Ze se ve vodném roztoku polymerni fetézec vyskytuje
ve formé dvakrat stoCené Sroubovice, ktera agreguje do rozsahlejsi tercialni struktury.

Obecné konformace hyaluronanu nachazi sviij vyznam napiiklad v pfipadé transportnich jevu.
Pravé pritomnost hydrofilnich a hydrofobnich domén zapficifiuje, ze malé molekuly, jako je
voda nebo elektrolyty mohou doménou diky své velikosti difundovat, zatimco velké molekuly,
napf. proteiny, jsou celou strukturou ¢asteéné zadrzovany [9].

Vyrazny je také vliv zaporného naboje karboxylové skupiny. Diky elektrostatickym interakcim
dochazi ve vodé jako polarnim rozpoustédle ke snaze zaujmout takovou konformaci, kdy budou
jednotlivé naboje od sebe co nejvzdalen€jsi. Tim dochazi k expanzi klubka a jeho vyraznému
bobtnani. Pravé vyrazna solvatace fetézct hyaluronanu je pro tuto slouceninu charakteristicka.
Polymerni fetézec je tak diky nekovalentnim interakcim, které ovliviiuji sekundarni a vyssi
konformace, schopen jimat az tisicinasobek rozpoustédla vztazeného ke hmotnosti daného
biopolymeru[10].

Vzhledem k pravideln€ se opakujicim karboxylovym skupinam a schopnosti tvofit vodikové
mustky mezi jednotkami polymeru ma hyaluronan jedinecné reologické vlastnosti a fadi se
mezi pseudo-plastické latky [10]. Pseudoplastické latky jsou latky spadajici mezi
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nenewtonovské kapaliny, u nichz zdanliva viskozita klesa se zvySujicim se rychlostnim
gradientem. Toto chovani nejcastéji pozorujeme u koncentrovanych systému, kdy zvySenim
tecného napéti dojde k rozbiti struktur stabilizovanych nekovalentnimi interakcemi. V ptipadé
roztoku hyaluronanu tento d€j pozorujeme i pii nizkych koncentracich okolo 1 hm. % [11].

2.3 Biochemie hyaluronanu
2.3.1 Biosyntéza

Hyaluronan je syntetizovan jak u zivocCichi, tak u prokaryotickych organismu, jejichz
metabolick4 draha byla podrobné studovana. V prvnim kroku dochézi k forsforylaci glukozy
za pritomnosti ATP a enzymu hexokinazy za zisku jednoho ze zakladnich metabolitt velké
casti metabolickych drah, gluk6zy-6-fosfatu. Tato sloucenina je nasledné upravovana dvéma
cestami; v prvni je glukoza-6-fosfat pomoci enzymu fosfoglukomutazy preménéna na glukozu-
1-fosfat, ktera je nasledné v pritomnosti UDP-gluko6za pyrofosforylazy a UTP syntetizovana na
UDP-glukézu. V dalsim kroku je UDP-glukéza oxidovana pomoci dehydrogenazy za vzniku
UDP-glukoronové kyseliny.

hexokinaza fosfoglukoizomeraza
glukéza ——» glukéza-6-P —_— fruktoza-6-P
glukéza-1-P glukosamin-6-P
UDP-fosforyliza l l
UDP-glukéza glukosamin-1-P
UDP-glukoronova Kkys. N-acetylglukosami-1-P
hyaluronan «——  UDP-N-acetylglukosamin

hyaluronan syntiza

Obr. 2: Schéma syntézy hyaluronanu [20].
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Druha cesta premény glukozy vede stejné jako pii glykolyze ke zméné konformace slouceniny
pusobenim fosfoglukoizomerazy na fruktozu-6-fosfat. Nasledné dochazi k pripojeni
aminoskupiny pomoci amidotransferdzy za vzniku glukosamin-6-fosfatu, ktery je mutazou
pfeménén na glukosamin-1-fosfat. Ziskana sloucenina je v naslednych krocich acetylovana
a fosforylovana za vzniku UDP-N-acetylglukosaminu.

V dal§im kroku pfistupuje na fadu hyaluronan syntaza, ktera propojuje ziskané substituované
glykosidové jednotky [12]. Schematicky popisuje syntézu hyaluronanu Obr. 2.

2.3.2 Degradace hyaluronanu

Vzhledem k tomu, Ze se hyaluronan v organismech nachazi v podobé rozsahlych nahodné
stoCenych klubek, pred jeho degradaci je potieba, aby doslo k fragmentaci takovéhoto klubka.
K ziskani kratSich useka se vyuziva nékolika metod — acidobazické (polymer je hydrolyzovan
kyselinou nebo zéasadou), fyzikalni (polymer je vystaven fyzikdlnimu naméhani), enzymatické
a vyuziti volnych radikalt. Pfitomnost volnych radikalt je divodem odbouravani hyaluronanu
pii artritidé nebo ve stafi. Vyplil mist styku mekkych tkani je tak ochuzovana o lubrikacni
¢inidlo, coz vede k pfimému kontaktu tkani a naslednym bolestem.

Biodegradace hyaluronanu je zaji§tovana intracelularnimi hyaluronidazami, které hydrolyzuji
polymerni fetézec. Aby vSak lysozomalni systém bunék fragmenty hyaluronanu pfijal, je nutna
jeho casteCna degradace z puvodné rozsahlé polymerni sit€. Nasledné je vstup do bunky
zajistén pomoci receptor nebo endocytézou. Hyaluronidazy se nasledné nachazeji bud
v lysozomech nebo ukotvené k plazmatické membran€. V genomu savct se nachazi celkem pét
geni a jeden pseudogen kodujicich enzymy potiebné k degradaci hyaluronanu.
Nejdalezitéjsimi hyluronidazami jsou Hyal-1 a Hyal-2, které se na katabolismu podileji
v nejhojnéjsi mife.

Hyal-1 byl prvnim zkoumanym enzymem katabolické drahy hyaluronanu. V organismu se
vyskytuje ve dvou isoformach a je schopen §tépit jakkoliv dlouhé fetézce hyaluronanu na
tetrasachridy. Hyal-2 je oproti tomu schopen §tépit vysokomolekularni hyaluronan pouze na
fetézec odpovidajici molekulové hmotnosti piiblizné¢ 20 kDa. Hyal-2 je zaroven spolecné
s receptorem CD44 zodpovédny za transmembralni vstup hyaluronanu do buiky za ucelem
jeho nasledné lysozomalni degradace. V lysozomech jsou kromé enzymu Hyal-1 aktivni také
enzymy [-N-acetylglukosaminidaza a (-glukoronidaza, které fetezec rozstépi na fragmenty
o molekulové hmotnosti pfiblizné 200 Da, coz odpovida monosacharidim, které z lysozomu
vstupuyji do cytoplasmy, kde jsou nasledné transformovany na finalni produkty — glukosamin-
6-fosfat a kyselinu glukoronovou [13].
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2.4 Zisk hyaluronanu

Hyaluronan se bézné ziskava dvéma zpusoby — jednim z nich je extrakce z zivoc¢isnych tkani;
v minulosti se nejcast€ji pristupovalo k extrakci z kohoutich hiebinkt. Vzhledem k tomu, Ze se
hyaluronan nachazi u obratlovci témér ve vSech typech tkani, je jeho extrakce mozna také
napriklad z pupecni $nary nebo ze sklivce, stejné jako to v prapavodu vyzkumu této slouceniny
udélali Meyer a Palmer.

Vzhledem k tomu, ze surovy savéi hyaluronan i po purifikaci mize obsahovat rezidualni
proteiny, piistupuje se k hojné&ji vyuzivanému postupu zisku hyaluronanu bakterialni produkci.
Zastupci rodu Streptococus jsou schopni vytvaret extracelularni kapsule obsahujici znacné
mnozstvi pozadované latky. Za syntézu je zodpovédny HAS protein (hyaluronan syntetaza),
ktery byl jiz v roce 1993 identifikovan a naklonovan [14]. V bunééné membrané se nachazeji
celkem tfi HAS proteiny, které ke své funkci potiebuji pfitomnost hofecnatych nebo
manganatych iontt spolecné s diive zminénymi sacharidovymi prekurzory [15].

Ve velkovyrobé hyaluronanu se také pouzivaji geneticky modifikované organismy rodu
Lactococcus a Bacilus. Jako substrat béhem fermentace jim slouzi L-glukéza v pfitomnosti
sodnych, draselnych a hofecnatych soli. Ke genetické modifikaci organismu se pfistupuje za
ucelem odstranéni nebezpecnych toxind. Z etického hlediska vSak laboratofe stale zvazuji
vhodnost vyuziti téchto typt organismu [16].

Hyaluronan se u mikroorganismt nachazi ve velké mire v granulich, které organismiim slouzi
jako zasobarna sacharidi. Vzhledem k tomu, ze prekurzory pro syntézu hyaluronanu jsou stejné
jako slouCeniny vyuZzivané pro narist biomasy, jedna se o souboj mezi témito dvéma
procesy [17]. Ve vyrobé je tak nutno snizit produkci biomasy ve prospéch syntézy hyaluronanu,
jinymi slovy snizit specifickou rustovou rychlost, coz je rychlost narustu biomasy bunécné
populace na jeji koncentracni jednotku. Matematicky popisuje specifickou rastovou rychlost
rovnice (1). Ovlivnit ji je mozno vystavenim mikroorganismu stresovym podminkam. Pfi
produkci hyaluronanu se voli zména pH, ktera vede ve prospéch syntézy pozadované
slouceniny. Dal§imi moznostmi je také zména teploty v reaktoru nebo pfidani molekul (napft.
pyruvatu) inhibuyjicich glykolyzu [16].

S
U= Umax m (D)

Graficky rychlost ristu mikrobialnich kultur popisuje rastova kiivka (viz Obr. 3), ktera se
sklada ze Sesti fazi. V lag-fazi dochazi ke konzumaci zivin mikroorganismy. Nasledné dochazi
ke zrychleni ristu a mnozstvi biomasy se exponencialné zvySuje az postupné dojde do bodu,
kdy jsou ziviny organismy spotfebovany — hovoiime o stacionarni fazi rstu, pfi které jsou
uvolniovany sekundarni metabolity. Ta je nasledovana fazi odumirani organismu.
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Obr. 3: Riustova krivka coby zavislost logaritmu poctu Zivych bunék v 1 ml kultivacniho roztoku

na case [18].

Dal§i metodou, ktera vSak zatim Cek4a na své vétsi rozSifeni, je enzymatickd produkce
hyaluronanu in vitro. Coby nejvhodnéjsi enzym vyhovujici pozadavkim tohoto procesu se jevi
hyaluronan syntaza bakterii Pasteurella multocida, ktera je schopna uvolnit, navazat
a prodlouzit rostouci fetézec hyaluronanu na neredukujicim konci, pficemz prekurzory této
reakce jsou N-acetylglukosamin a kyselina glukoronové aktivované navazanym UDP [19].
Hyaluronan syntaza je rekombinantniho pivodu — k jejimu zisku se pouziva zaneseni genu pro
jeho expresi do genomu E. Coli. Hlavni vyhodou takto pfipraveného enzymu je pfiprava
polymernich molekul hyaluronanu o definované molekulové hmotnosti [20]. Pfehled vyhod
a nevyhod vSech tfi zminénych metod produkce hyaluronanu obsahuje Tab. 1.
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Tab. 1: Prehled vyhod a nevyhod jednotlivych metod produkce hyaluronanu. Tabulka byla prevzata

z prdce Boeriu a kol. Production methods of hyaluronan [20].

Dobie zavedena technologie  Ruzna kvalita produktu

Dostupny material s nizkymi  Nebezpeci degradace

naklady polymeru
o Produk Neb ¢i kontami
Extrakce z zivociSnych tkani roduieee . © eZI.)eCI on amu,lac'e
vysokomolekularniho s proteiny, nukleovymi
hyaluronanu (az 20 MDa) kyselinami a viry
Pfirodni produkt Nutna purifikace
Nizky vytézek

Vyuziti geneticky

Pokrocila technologie ‘ _
modifikovanych organismu

Vysoky vytézek X y
2 1d Nebezpeci kontaminace
Bakterialni produkce . p
Produkt o \fysoke _ s bakterialnimi endotoxiny,
molekulové hmotnosti proteiny, neukleovymi
(1-4 MDa)

kyselinami a tézkymi kovy

Univerzalni technologie

Moznost kontroly ‘ L
molekularni hmotnosti Technologie ve fazi vyvoje
Enzymaticka syntéza produktu Neprokazana technologicka

a ekonomicka proveditelnost
Bez nebezpeci kontaminace

Konstantni kvalita produktu

Zisk c¢istého hyaluronanu jako takového, tedy jeho purifikace, je v prvnim kroku proveden
extrakci z mikrobialni granule pomoci povrchové aktivni latky typu dodecylsulfatu sodného.
V uvahu vsSak pfichazeji 1 dalsi metody izolace jako je centrifugace, filtrace nebo
precipitace [21].
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2.5 Hyaluronan v mediciné

Vlastnosti hyaluronanu obecné zaviseji na délce jeho fetézce. Vysokomolekularni hyaluronan
(2004000 kDa) nese vyznamné mnozstvi negativniho naboje a diky své velikosti zaujima
prostor piedevsim v kloubnim pouzdre, kde slouzi jako mazivo a tlumi¢ narazi. Dale je také
hlavnim materidlem vyplné mezibunéénych prostor a definuje jejich specifické vlastnosti. Jeho
koncentrace se také zvySuje v silné stresovych situacich jako je Sok, ztrata krve nebo
popéleniny, kdy pravdépodobné slouzi jako zvySovatel intravaskularniho objemu. Diky své
vlastnosti vypliiovat prostor je také vysokomolekularni hyaluronan schopen odvadét mensi
molekuly a vykazuje anti-angiogenni, protizanétlivé a imunosupresivni vlastnosti [22].

Délka tetézce hraje vyznamnou roli také pii hojeni ran. V prvni fazi dochéazi k syntéze
vysokomolekularniho hyaluronanu, ktery otevird prostor rany pfistupu specidlnich bilych
krvinek coby prvni linie bojovnikd odstrarujici odumfelou tkan a piipadné bakterie. Béhem
druhé faze dochazi v rané k akumulaci kratsich hyaluronovych fetézct, které indukuji expresi
zanétlivych cytokint. Ve tfeti fazi hraji vyznamnou roli nizkomolekularni fetézce hyaluronanu
coby signalni molekuly indikujici mnoho metabolickych cest vedoucich k bunééné proliferaci,
tvorbé kolagenu a hojeni rany [23].

2.5.1 Role hyaluronanu v oblasti studie karcinogennich onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno dfive, v sav¢im genomu se nachazi pét gent kodujicich enzymy potiebné
k biodegradaci hyaluronanu. U dvou z téchto gentl, respektive enzymu, byla pak prokazana
ptima souvislost s nadorovym bujenim.

Zvysena hladina enzymu Hyall v moCovém meéchyfi a jeho nasledné vyluCovani moci byva
Casto markerem karcinomu mocového méchyie. Stejné tak dochézi ke zvySené expresi genu
v pfipadé vyskytu nadorovych bunék v prostaté [24]. Studie ukazaly, ze se inhibici exprese
HYALI snizuje rychlost bunécné proliferace a potvrdilo se tak, ze nddorové buiky ke svému
rastu potiebuji gen HYALL. Tento gen vSak zaroven muze vystupovat jako tumorovy
supresorovy gen Cili plnit funkci antionkogenu. Zda bude HYAL1 vystupovat jako supresor
nebo promotor tvorby rakovinnych burika tak dle studie Lokeshwara a kol. (2005) zavisli na
typu tumoru a dale na koncentraci hyaluronidazy [25].

V pripadé genu HYAL2 jsou jeho vlastnosti velmi podobné. Pfi piiliSné expresi muze
vystupovat jako onkogen, avSak jeho vlastnosti mohou byt také v pozici supresoru.

Role hyaluronanu jako takového v kontextu vyzkumu nadord se také rizni. V zavislosti na
molekulové hmotnosti mize hyaluronan po navazani na receptor CD44 vystupovat jako
signalni molekula thyrosin kinazové kaskady a vést tak k bunécné proliferaci a onkogenezi.
Zaroven muze piispivat k ziskani rezistence rakovinnych bunék na chemoterapeutika nebo byt
markerem rakoviny prsu.
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Na druhou stranu, vysokomolekularni hyaluronan mé antionkogenni tcinky. Jeho st€penim
enzymy Hyal 1 a 2 vSak dochazi ke vzniku fragmenti o nizsi molekulové hmotnosti, které
mohou z pozice signalnich molekul vést k onkogenezi [26]. Stejné tak jako se tedy lisily uinky
hyaluronanu v organismu v zavislosti na molekulové hmotnosti, jsou i v oblasti studie
malignity jeho vlastnosti riznorodé [27].

Vzhledem ke specifické interakci s CD44 receptory se vSak hyaluronan také pouziva pro cileny
transport antionkogenu k nadorovym bunikdm. Zakladem této praxe je pokryti nanocastice,
ktera ve svém jadru nese 1éCivo, hyaluronanem. Zvysena exprese receptort CD44 je pro nékteré
typy rakoviny typickd, proto vyuziti takovychto nanocastic je idealni metodou, jak dopravit
1é¢ivo do mista potieby, aniz by intoxikovalo zdravou tkan [28]. Schematicky je proces
znazornén na Obr. 4.

hyaluronan

nanocastice v krevnim

fecisti

hyaluronanem obaleny

Y interakce hyaluronanu a 1éc¢iva
nanomaterial

N s rakovinnou buiikou
\ (
NeN{

HA obaleny
nanomateridl naplnény lé¢ivem
proti rakoviné rakovinnd burika

Obr. 4: Schéma cileni hyaluronanem obalené nanocastice na rakovinnou buviku [28].
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2.5.2 Lécba osteoartrozy

Diky svym charakteristickym viskoelastickym vlastnostem slouzi hyaluronan jako lubrika¢ni
¢inidlo v kloubech. Kromé tlumeni narazu zde také hraje dulezitou roli pfi pfivadéni zivin do
tkani a jako protizanétlivé Cinidlo navazanim na receptory CD44, ¢imz inhibuje produkci
enzymu §tépicich chrupavku [29].

Osteoartroza je onemocnéni kloubu, které se objevuje predevsim u pacientd ve vysSim véku
a projevuje se degeneraci chrupavky. Ve védeckych pracich prevladaji dvé vzajemné se
propojujici teorie vzniku tohoto onemocnéni. Prvni z nich fikd, Ze osteoartroza se projevi
v navaznosti na lokalni zanét v prostfedi kloubu. Vzhledem k tomu, Ze jednou napadena
chrupavka nemé schopnost samoregenerace je jeji funkce nevratné poskozena, coz vede ke
klasickym projevim osteoartrozy jako jsou bolesti a otoky kloubti [30]. Druha teorie priklada
vétsi vyznam dlouhodobé zatézi kloubti vedouci k postupnému odbouravani chrupavky
a rozvoji osteoartrozy timto zptisobem. Kromé starich lidi tak nemoc postihuje také pacienty
trpici obezitou, ktera vystavuje klouby vétsi zatézi, nez na jakou jsou stavény [31].

Osteoartroza obvykle vede k totalni nahradé kloubu. Lékati se v§ak takovémuto zakroku snazi
predejit pomoci vpichil hyaluronanu, za ucelem ztlumit projevy tohoto onemocnéni. Vpichem
hyaluronanu do kloubni jamky je podpofena jak bunétné proliferace, tak syntéza vlastniho
hyaluronanu. Déle jsou inhibovany prozanétlivé procesy a redukovany nervové impulzy
zpusobujici obvyklé bolesti [32].

2.5.3 Umélé oplodnéni pomoci PICSI metody

Hyaluronan nachazi své vyuziti také v oblasti asistované reprodukce. Vzhledem k tomu, ze
v lidském téle obaluje velké procento hyaluronanu oocyt, rozhodli se védci tohoto faktu vyuzit
pro vybér vhodné spermie pro umélé oplodnéni vajicka. Zatimco bé&zna technika ISCI
(intracytoplasmic sperm injection) je zaloZzena na vybéru vhodnych spermii pomoci
mikroskopické analyzy, PICSI metody (physiological intracytoplasmic sperm injection)
vyuziva k selekci hyaluronovy gel. Takto vybrané spermie vykazuji nizsi procento vyskytu
poskozené DNA a aneuploidie (chyba v po¢tu chromozomu [33]). Prestoze zatim nebyla
potvrzena zvySend porodnost vyuzitim této metody, podarilo se dojit k vysledku, ze se jedna
o metodu, ktera snizuje riziko potratu bezprostfedné po umélém oplodnéni [34],[35].

2.54 Tkanové inZenyrstvi

Hydrogely na bazi hyaluronanu jsou podstatnou soucasti 1é¢by koznich poranéni a nemoci. Do
takovychto hydrogelt se Casto ptidavaji dalsi latky podporujici epitalizaci a regeneraci tkan€,
coz vede ke zrychlenému a bezjizevnatému hojeni. Vzhledem k tomu, ze se jedna o télu vlastni
latku, ma vyborné vlastnosti z pohledu bunécné adheze, migrace a proliferace. Zaroven se jedna
o prostiedi, které vykazuje antimikrobidlni aktivitu, coz je v pifipadé hojeni ran klicova
vlastnost [36].

20



Bezjizevnatého hojeni je dosahnuto regulaci produkce hyaluronanu v misté rany. Pfitomnost
kratkych tsekd hyaluronovych fetézci snizuje mnozstvi kolagenu, které se soustfedi v misté
rany, a zabrafiuje tak formaci nevzhledné vypadajicich jizev. Za fyziologii fibroblastu je
zodpovédna interakce hyaluronanu s receptorem CD44, ktera muZze byt regulovana pomoci
aktivatord a inhibitort, ¢imz muze byt docileno pozadované regulace mnozstvi kolagenu
v ran€ [37].

2.5.5 Esteticka medicina a kosmetika

Na hyaluronanu je postavena fada marketingovych kampani kosmetickych firem, které
vyuzivaji pomémé komplikovaného nazvu k upoutani pozornosti potencialnich zakazniki.
V obchodech tak najdeme celou fadu vyrobku s touto slouceninou, at’ uz se jedna o krémy,
Cistici vody, pletové masky nebo napf. balzamy na rty. Cilem takovychto pfipravki je
predev§im hydratace pokozky. Dale se také hyaluronan pouziva pro boj s vraskami
a k pfirodnimu zisku objemnéjsich rti. Zda ptipravky opravdu funguji, jak uvadi vyrobce, je
sporné, avSak hydratace pokozky je vysoce pravdépodobna. V zavislosti na molekulové
hmotnosti hyaluronanu dochéazi bud’ k hydrataci vrchni ¢asti (vysokomolekularni hyaluronan
sice pouta velké mnozstvi vody, ale neni schopen prochazet do hlubsich vrstev pokozky) nebo
dlouhodobéjsi hydrataci spodnéjSich Casti (nizkomolekularni hyaluronan je schopen putovat
hloubéji, ale neni schopen na sebe vazat tak velké procento vody) [38].

Své vyuziti v estetické mediciné nasla praktika injektace hyaluronanu, ktera ve velké mire
supluje diive hojné vyuzivané vpichovani botulotoxinu. Vzhledem k tomu, ze se jedna o
ptirodni netoxickou, télu vlastni latku, organismus ji pfijima a snadno ji také odbourava. Prave
z tohoto diivodu se nejedna o permanentni vypli vrasek ¢i jinych koznich ohybl a procedura
tak musi byt po Case opakovana. Ze zdravotniho hlediska lehké riziko predstavuji sitovaci
¢inidla, ktera se pouzivaji pro pfipravu hyaluronovych vypliovych hydrogelt. Lékaii se tak
snazi pfistupovat k vyuziti téchto Cinidel v co nejnizsi mire [37].

2.6 Biopolymery

Polymer je makromolekula slozena z vétsiho mnozstvi jednotek zvanych monomery, které jsou
vzajemné chemicky propojeny [39]. V piipadé biopolymerd se jedna o makromolekuly, které
jsou biologického ptivodu nebo alespori svymi vlastnostmi napodobuji makromolekuly tohoto
ptivodu. Hlavnimi zminénymi vlastnostmi jsou biokompatibilta, biodegradabilita (ne vSak
vyhradné€) a netoxicita [40]. Jak se bude dany biopolymer chovat je dano jeho strukturou —
nejnazornéjSim piikladem pro vysvétleni jednotlivych stupiit struktury jsou proteiny.
a) Primarni struktura

Zakladnim stavebnim kamenem proteini jsou aminokyseliny. Pofadi aminokyseliny,

které je zakodované v genetické informaci organismu udava primarni struktura. Mezi

jednotlivymi aminokyselinami je pevna vazba nazvana peptidova a vznika kondenzaci

karboxylové skupiny prvni kyseliny s aminoskupinou druhé aminokyseliny za uvolnéni

vody.
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b) Sekundarni struktura
Sekundarni struktura udavd konformaci fetézce v prostoru. Popisuje tak wvnitini
prostorovou strukturu jednotlivych ¢asti molekuly. Nachazime zde dva stavy, a-helix a
B skladany list, kdy tyto struktury jsou stabilizované nekovalentnimi vazbami —
konkrétné vodikovymi mustky mezi vodikem zbytku amidové skupiny jedné kyseliny
a kyslikem zbytku karboxylové skupiny druhé kyseliny. Vzhledem k tomu, ze se do
stabilizace téchto struktur zapojuji vyhradné vodiky a kysliky z peptidické vazby,

hovotime o interamidovych vodikovych vazbach.
¢) Terciami struktura

Terciarni struktura je dana interakci postrannich skupin a dochazi tak ke stabilizaci
pomoci nekovalentnich interakci — hydrofobnich, elektrostatickych interakci
a vyznamné také disulfidiskych mustkt. Protein tak dostava svou charakteristickou
trojrozmérnou strukturu a diky zminénym interakcim se timto zpiisobem usporadavaji

jednotlivé useky makromolekuly v prostoru [41].
d) Kvarterni struktura

Nejvyssi strukturni kategorie, kterd dava proteinu jeho charakteristické vlastnosti je
stabilizovana vodikovymi mustky a van der Waalsovymi interakcemi mezi jednotlivymi
proteinovymi fetézci nebo podjednotkami a usporadava je tak do komplexni
struktury [42].

V piipadé sacharidu je situace obdobna, avsak jak jiz bylo uvedeno v kapitole 0, sekundarni a
vyssi struktura nebyva natolik organizovana jako v pfipadé proteini a nukleovych kyselin.
V ptipadé hyaluronanu je monomer tvofen molekulou kyseliny D-glukoronové a D-N-
acetylglukosaminu, které jsou vzajemné propojeny stiidajici se B-1-3 a B-1-4 glykosidovou
vazbou. V ramci sekundarni struktury to vSak neni az tak jednoznacné. Vyrazné se lisi vlastnosti
hyaluronanu ve vodném roztoku a bezvodém stavu. Zaroven na rozdil od ostatnich
glykosaminoglykanti, které prochazeji post-polymeriza¢nimi Gpravami, hyaluronan je ihned po
své syntéze extrudovan z buriky a neni tak obohacen o funkcni skupiny, které stabilizuji
usporadanost sekundarni struktury. Diky NMR analyze a pocitaCové simulaci byla potvrzena
teorie, ze hyaluronan tvofi vodikové mustky jak mezi funkénimi skupinami navazanymi na
Sestiuhlikaty skelet sacharidu, tak s molekulami vody v roztoku [43].

Praveé vodné prostredi je pro konformaci hyaluronanu klicové. Jelikoz pritomnost polarnich
skupin dodava makromolekule vyrazny hydrofilni charakter, je hyaluronan ve své struktufe
schopen sorbovat velké mnozstvi vody. Voda v ndhodné sto¢eném klubku je pfitomna ve trech
subpopulacich: volna, pevné vazanad a semikrystalickd. Prvni zminéna dava roztoku
polymerniho fetézce predevsim jeho objem, avSak pfi vysychani jsou to molekuly, které systém
opousti jako prvni. Druhé dvé subpopulace jsou interakcemi udrzovany pevnéji a definuji tak
konformaci polymeru jako 1 pfispivaji k jeji stabilizaci [44].

Vzhledem k tomu, Ze je hyaluronan nepostradatelnou soucasti extracelularni matrix, kterou
prochazi fada hydrofilnich molekul, jsou polarni skupiny orientovany tak, aby vznikly utvary
podobné mikrokanalktim zabezpecujici pruchod ¢astic k bunkam.
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Jak jiz bylo uvedeno vySe, hyaluronan vsak ve své struktute obsahuje také hydrofobni domény,
které jsou sice kryty prevladajicimi polarnimi skupinami, ale jejich vyznam neni zanedbatelny.
Prestoze neni uplné detailné prostudovana biologicka funkce téchto domén, 1ze predpokladat,
ze se podileji na interakci hyaluronanu s proteiny a bunéénou membranou, jako se 1 vyznamné
podileji na samousporadani celé makromolekuly [43].

2.6.1 Hyaluronan jako polyelektrolyt

Z pohledu fyzikalni chemie je hyaluronan charakterizovan jako polyelektrolyt a od toho se také
odvijeji jeho charakteristické vlastnosti v roztoku. Vzhledem k pfitomnosti naboje, ktery je
ptitomen disociaci karboxylové skupiny, se na konformaci polymeru ve vodé podileji kromé
sil kratkého a dlouhého dosahu také sily elektrostatické. V zavislosti na koncentraci malych
iontd — v piipadé hyaluronanu kationty Na* - se dostavaji do poméru sily pfitazlivé mezi
opacnymi naboji se silami repulznimi mezi shodnymi naboji [45]. Rozlozeni naboju a s nim
souvisejici vlastnosti polymeru v roztoku jsou predmétem jak teoretickych — statistickych —
vypoctu tak konkrétnich méfeni. Pfi téchto analyzach byva brano v potaz, zda se polymer
nachazi v Cistém rozpoustédle nebo je toto rozpoustédlo obohaceno o nizkomolekularni ionty
a dale jaka je koncentrace celé systému.

Nachazi-li se polymerni fetézec v Cistém rozpoustédle bez pritomnosti soli v nizké koncentraci,
siln€ se projevuji odpudivé interakce mezi disociovanymi karboxylovymi skupinami. Tento jev
nastava z davodu uvolnéni disociovanych protiontti do objemného disperzniho prostiedi, ¢imz
je odstranén efekt stinéni ve smyslu Debye-Hiickelovy teorie a fetézec tak expanduje [45].

Je-li koncentrace vyS§i, protiionty zacinaji hrat svou roli z hlediska odstiiovani repulznich
interakci shodnych naboja a polymerni fetézec tak je schopen zaujmout konformaci klubka.
Ke stejnému efektu dochazi také pridanim soli 1 do velmi zfedéného systému [45].

2.7 Slabé vazebné interakce

Jako o vyssich strukturach protein, tak i o vlastnostech polymeru v roztoku rozhoduji mimo
kovalentnich vazeb formujicich zéklad celého systému také nekovalentni interakce. Piestoze
byvaji nazyvany slabymi, jejich vyznam je nezanedbatelny. Radi se sem vazby vodikovymi
mustky, van der Waalsovy interakce a hydrofobni efekt.

2.7.1 Vodikové mustky

,,Vazba vodikovymi mustky je pfitazliva interakce mezi atomem vodiku vazaného v ramci
molekuly nebo vodikem molekularniho fragmentu X-H, kde X je elektronegativnéjsi nez H,
a atomem nebo skupinou atomi téze nebo jiné molekuly, ve které je prokazatelny projev
vytvoreni vazby [46].“

Vodikové mustky jsou nepostradatelnou interakci, na které stoji fungovani zivych organisma —
napf. enzymatické reakce, komplementarita vlaken nukleovych kyselin, sbalovani proteint a
dalsi. Bez tohoto typu interakce by voda sama o sob& nemela charakteristické vlastnosti,
kterymi vybocuje z fady ostatnich kapalin — vzhledem k pfitomnosti vodikovych mistkii ma ve
srovnani s ji podobnymi molekulami (CH4, NH3, H2S) vysokou teplotu varu a teplotu tani a
fadu dalSich zvlastnosti, kterym jsou vénovany rozsahlé studie [47].
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Pevnost vodikové vazby zéavisi na mife sdileni vodiku siln€ elektronegativnimi atomy. Délka
normalni vodikové vazby O—H---O odpovida pfiblizné 2,8 A. V tomto piipadé je vodik silngji
poutan k jednomu ze dvou kyslikii a elektronova hustota je tak vys$si u tohoto kysliku
kovalentné vazaného s vodikem. Druhy kyslik vstupujici do interakce si pfitahuje parcialné
kladny vodik diky disproporcionalnimu rozlozeni elektroni v ramci molekuly, které jsou vy
vyS§8i mife lokalizovany na tomto kysliku, ¢imz dochézi k vzniku parcialniho zdporného naboje.
V nékterych piipadech je vSak sdileni vodiku obéma elektronegativnimi atomy natolik
vyrovnané, ze neni mozno jednoznacné urcit, ke kterému atomu vodik nalezi a vazba se
zkracuje na 2,3 A. Zména energetickych hladin je vidét na Obr. 5 [48].

«——28A— “—23A—

v\

A
O—H----------- O---H---0

energie

nerovnocenng sdileny rovnocenné sdileny
vodik vodik

Obr. 5: Energie vodikovych vazeb v zavislosti na mire sdileni atomu vodiku atomy kysliku [49].

Z pohledu teorie molekulovych orbitalt je situace pomérné komplikovana, protoze nedochazi
ke sdileni elektronti ve smyslu vzniku kovalentni vazby. Elektrony jsou od¢erpavany z vodikta
na elektronegativnéj$i kyslik, ¢imz na ném vznika parcialni zaporny naboj, ktery pii spravném
natoCeni dvou molekul vstupujicich do interakce pfitahuje elektronové chudsi vodik druhé
molekuly. (Nemusi se vSak jednat o molekulu rozdilnou — castym jevem jsou také
intramolekularni vodikové vazby. Piikladem mohou byt proteiny, kde se vyskytuji vodikové
mustky mezi atomy jedné polymerni molekuly [50].) Studiu inkorporace jednotlivych
atomovych orbitala a sestaveni diagramu prekryvu molekularnich orbitalti v ramci dimeru vody
se vénoval tym Bo Wanga. Ve svém clanku konstatovali, ze ke stabilni tvorbé vodikovych
mustkd mezi dvéma molekulami vody dochazi prekryvem dvou molekularnich orbitala, které
jsou zabezpeCeny predevSim 2p orbitalem kysliku a 1s orbitalem vodiku donorové
molekuly [53].

Kvantové-mechanicky pohled na problematiku vodikovych vazeb je pravdépodobné
nejsnadnéj$i vysvétlit na molekule HF. Podivame-li se na grafické znazornéni zaplnéni
molekulovych orbitald, povSimneme si, ze elektrony jsou obéma atomy sdileny vramci
kovalentni ¢ vazby. Vodik ve své valencni sféfe obsahuje pouze 1 elektron v orbitalu 1s, fluor
oproti tomu ma plné€ obsazeny orbital 2s, a do vazby tak vstupuje orbitalem 2p, ve kterém se jiz
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nachazeji dva elektronové pary. Projev elektrostatickych interakci usti v projev vodikové
vazby. Molekuly HF se navzajem snazi, aby doSlo k prekryvu elektronového paru
s protivazebnym vakantnim orbitalem c* téméf ve smyslu koordinacné-kovalentni donor-
akceptorové interakce. Dochazi tak kprodlouzeni a oslabeni vazby H-F, avSak zaroven
k formaci vodikového mustku F-H---F [51].

Vodik Fluorovodik Fluor
H HF F
_____ -=" 0* ..
Is -~ . S .

T E—
y—

Obr. 6: Schéma molekulovych orbitalii fluorovodiku [52].

2.7.2 Van der Waalsovy sily:
Keesomovy interakce

Keesomovy interakce jsou specidlnim typem interakci vyskytujicim se mezi dvéma
permanentnimi dipdly. Jedna se o pfitazlivé interakce, které jsou zavislé na vzajemném natoCeni
zucCastnénych molekul [54]. Energie téchto interakci je v ptfipadé volné otacCivosti molekul
nepfimo imerna teplote a Sesté mocning€ vzdalenosti obou dipoli [55]. Jedna se tedy o interakce
kratkého dosahu, které jsou vSak nejsilnéjSimi interakcemi Van der Waalsova typu. Zatimco
v plynech jsou témét zanedbatelné vzhledem k veliké vzdalenosti molekul, v pfipadé kapalin a
pevnych latek hraji vyznamnou roli [56]. V biologickych systémech je jejich projev zna¢ny v
peptidickych vazbach, kde pfitomnosti karbonylové a amino skupiny vzniké znacny dipolovy
moment [57].
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Debyeovy interakce

Timto terminem jsou oznaCovany interakce mezi polarni a nepolarni molekulou, kdy
pfitomnosti permanentniho dip6lu dochazi ke vzniku indukovaného dipdlu na druhé
polarizovatelné molekule [54].

Londonovy sily

Londonovy disperzni sily jsou specialni skupinou van der Waalsovych sil, avSak v tomto
pfipadé€ se nejedna o interakce permanentnich dip6lt nebo indukovanych dipold, jako tomu je
v pripadé Keesomovych a Debbyeho interakci. London upozornil, Ze 1 rozmisténi elektrona
neutralni resp. nepolarni molekuly se muze ménit a tedy Ze i tyto molekuly vykazuji interakce
dlouhého dosahu van der Waalsova typu. Ve stru¢nosti se to dé€je diky kmitani elektronu
v ramci molekuly a tim vzniku elektronové hustSich, resp. chudsich mist na molekule. Diky
nerovnomérnému rozmisténi elektronti v daném momentu tak molekula ziskava negativngjsi
a pozitivnéjsi domény, které intermolekularn€ zapfiifiuji projevy Londonem popsanych
sil [58].

2.7.3 Hydrofobni efekt

Prestoze Londonovy disperzni sily byly charakterizovany jako sily vyskytujici se u okamzitych
dipoll, byvaji k nim fazeny i sily hydrofobni, které vSak z divodu permanentniho dipolu
molekuly vody tuto kategorizaci narusuji. Hydrofobni efekt jsou dulezité pii sbalovani proteina
nebo napf. pii formaci micel. Diky t€mto interakci dochézi k agregaci hydrofobnich domén ve
snaze vyhnout se kontaktu s vodou. S timto déjem je také spojeno zvySovani entropie systému,
protoze samousporadavanim hydrofobnich domén k sob& dochazi k vytlacovani molekul vody
z objemu a tim k narustu entropie [59],[60].
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2.8 Léciva a léCivé latky

V cCeské terminologii je pomérné obtizné najit presnou definici anglického slova drug, které se
vyskytuje v odbornych medicinskych, farmaceutickych, biochemickych a obdobnych textech.
Nejb&znéji se pro tento termin pouziva Ceské slovo 1€Civo, které je dle zakona ¢. 402/2000 Sb.
definovano jako: “LécCivy se rozuméji 1éCivé latky nebo jejich smési anebo 1é¢ivé pripravky,
které jsou urCeny k podani lidem nebo zvifatim, nejde-li o doplikové latky a premixy [61].¢
V anglictiné vSak pojem drug oznacuje také slouceniny, které interaguji s biologickym
systémem za vzniku biologické odpovédi [62]. Tato definice tak blize odpovida ¢eskému
terminu 1é¢iva latka, kterou vySe zminény zakon definuje jako: ,, Lé¢ivymi latkami se rozumé;i
latky pfirodniho nebo syntetického ptvodu, zpravidla s farmakologickym ¢i imunologickym
ucinkem nebo ovliviiyjici metabolismus, které slouzi k prevenci, 1é€eni a mirnéni chorob,
ureni diagndzy a k ovliviiovani fyziologickych funkci.“ Diskuze by se dala dale rozvést
o definici API, ktera se v Ceském prekladu bézné pouziva jako farmaceuticky aktivni latka, coz
v podstaté odpovida popisu terminu 1éciva latka stanovenému zakonem. Pro védu je vsak
mnohem vice nez toto lingvistické okénko dilezitéjsi podstata interakce 1é¢ivé latky s buinkou
potazmo s celym lidskym organismem. Lidské (savci) buriky jsou od okoli oddéleny
cytoplasmatickou membranou, ktera chrani vnitini obsah butiky. Z chemického pohledu je
membrana tvorena fosfolipidovou dvojvrstvou, cholesterolem a proteiny rtznych druht
a modifikaci. Pravé tyto proteiny jsou pro 1écivé latky a jejich interakci s buiikou kliCové.
Proteiny mohou mit funkci receptorovou, enzymatickou nebo pifenaseCovou. Zaroven
v kombinaci se sacharidy mohou tvofit tzv. glykoproteiny, které slouzi jako receptory pro
bunééné rozpoznavani.

Lécivé latky tak mohou cilit na zminéné proteiny bunéfné membrany nebo na nukleové
kyseliny uvnitf butiky. Principialné dochédzi k interakci latky svazebnym mistem
makromolekuly. Sily podilejici se na téchto interakcich fadime mezi nekovalentni interakce,
které jsou dostatecné silné na udrzeni 1éCivé latky ve vazebném misté po dostatecné dlouhou
dobu a zaroven schopné ji po tomto cCase uvolnit. Mezi nekovalentni interakce patii
elektorstatické sily, vazby vodikovymi mustky, Van der Waalsovy interakce (interakce dipol-
dipol, disperzni a hydrofobni efekt) Praveé posledni zminéné jsou velmi zajimavé, vezmeme-li
v uvahu, ze lidsky organismus je vodnym prostfedim. Léciva latka tak, stejné jako vazebné
misto, je solvatovana molekulami vody a aby mohlo dojit k navazani, musi byt solvatacni vrstva
odstranéna, coz vyzaduje urcité mnozstvi energie. Existuji vSak i 1éCiva, kterd obsahuji polarni
skupiny podporuyjici interakci s vodou a neni pro né€ potieba zbavit se molekul vody pro
interakci s vazebnym mistem. U nepolarnich lé¢ivych latek z pohledu entropie dochazi vlivem
odpuzovani molekul vody k vytvoreni organizovanéj$ich struktur molekul vody a nezadoucimu
poklesu entropie. Pfi interakci s hydrofobnim mistem jsou vSak molekuly vody uvolnény do
okoli, coz vede ke zvySeni entropie a posileni preference vazebné interakce [62].
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2.9 Receptory

Lidsky organismus je komplikovany systém skladajici se z desitek triliont bunék [63]. Toto
Cislo, které je pro cloveka nepredstavitelné, zakonité vybizi k uvaze, ze aby takto bohaty systém
mohl fungovat, musi byt fizen; mezi jednotlivymi burikami musi dochazet ke komunikaci. Od
narozeni jedince az po jeho smrt dochézi k neustalému toku informaci, diky kterému je zajiSténa
funkce tkani, organt a celého téla. Zivot organismu je podminén spravnou funkci vech slozek
signalnich a komunikacnich drah a jejich poruseni muze byt pro organismus fatalni. Zaroven
dojde-li k poruseni funkce nékteré z komponent organismu, je nutné, aby specifické buiky na
zmeénu reagovali, pfipadné aby reagovali na pfitomnost xenobiotika, které bylo do organismu
dodano, aby mu napomohlo k jeho 1é¢bé.

Aby byla buiika schopna komunikovat s okolnimi buiikami a pfijimat signaly, disponuje utvary
zvanymi receptory. Jedna se o proteiny na povrchu nebo uvnitt buiiky, které jsou schopny vazat
konkrétni molekulu — ligand, ¢imz dojde ke zméné v burice. Konkrétni proces, ke kterému po
navazani ligandu dojde, je dan typem receptoru a ligandu [64].

2.9.1 Rozdéleni signalnich molekul dle drah v organismu

Ligandy neboli signalni molekuly, mohou byt v podobé makromolekularnich slou€enin jako
i jednoduchych chemickych latek. Dle drahy je rozdélujeme na autokrinni, parakrinni
a endokrinni.

V ptipad€ autokrinni drahy se jedna o produkci signalnich molekul buiikou, ktera je zaroven
akceptorem tohoto signalu. Jinymi slovy dojde k navazani ligandu na receptor téze buiky, ktera
vyprodukovala danou signalni molekulu. Tento druh bunécné signalizace je ve zdravém
organismu pomeérné ojedinélym fenoménem. Je vSak mozné jej nalézt u nadorovych bunék,
jejichz proliferace mize byt pohanéna pravé v zavislosti na navazani signalni molekuly dané
bunky [65].

Paraktinni draha funguje na principu produkce signalni molekuly butikou za navézani této
molekuly na receptory bunek v bezprostfedni blizkosti. Jedna se o lokalni signaliza¢ni drahu
typickou pro zanét a angiogenesi [65]. Signalni molekuly v tomto ptipadé jsou schopny putovat
jen na kratké vzdalenosti a jsou snadno odbouratelné. Piikladem muze byt produkce ATP
burikami v misté rany, kdy koncentracni gradient ATP v okoli a uvnitf zdravych bunék vyvola
odezvu v podobé stimulace produkce rastovych faktort potiebnych k hojeni rany [66].

Endokrinni draha je svym dosahem nejsirsi. Dochézi k bunécné produkei signalnich molekul
schopnych putovat krevnim obéhem do mista potieby, tedy ke konkrétni tkané, kde dojde
k jejimu navazani na receptor. Rozdil mezi endokrinni a parakrinni signaliza¢ni drahou vsak
neni pfesné vymezen a nékteré signalni molekuly tak mohou spadat do obou kategorii.
Endokrinni systém je navic Gizce spojen s ,,univerzalnim® zdrojem informaci, kterym je nervovy
systém. Ten diky elektrickym vzruchim rozvadi informace po organismu a podnécuje mimo
jiné funkce vSech vyse uvedenych systémua. Nervova burika v§ak neovliviiuje buriky ve svém
okoli pfimo. Vyuziva k tomu neurotransmiterd, které se vazou na bunécné receptory a jsou tedy
pfevodnikem mezi elektrickym vzruchem nervového systému a bunécnou signalizaci bunek
i jiného nez neuronového typu [67]. Neurotransmitert je cela fada od jednoduchych molekul
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jako napftiklad acetylcholinu nebo serotoninu az po slozitéjsi struktury prostaglandind, enzymu
(pf. trombin), neuropeptida a peptidovych hormont [39].

Kromé neurotransmiterd jsou vyznamnym Sifitelem informaci vramci organismu také
hormony produkované té€lnimi zlazami. Hormony je mozno délit né€kolika zptsoby (dle
chemického slozeni, rozpustnosti, ...), zde je vSak vénovan prostor dé€leni hormonua dle
mechanismu jejich ucinku. Prvni skupinou jsou hormony lipofilni, které jsem schopny difuze
skrz membranu a vazou se na receptory uvniti buiky. Pfikladem mohou byt androgeny
a estrogeny [67].

Druhou skupinou jsou hormony vystupujici jako ligandy receptord na povrchu bunék. Ke
stimulaci bunécnych procest vyuzivaji molekul tzv. druhych posli, kterymi jsou cAMP,
cGMP, vapenaté kationty, fosfatidylinositidy nebo diacylglycerol [67].

Tak jako vSechny vySe zminéné signalni molekuly cili na dany typ receptoru, stejné je tomu
i s 1éCivy v organismu. Aby bylo dosahnuto pozadované odezvy na 1écivou latku, je potfeba
navrhnout 1éCivo, respektive jeho nosi¢ tak, aby cililo na pozadovany receptor.

2.9.2 TIontové kanalky

Prvnim typem receptor jsou iontové kanaly, kterym je vénovana pozornost predevs§im
z pohledu 1écby nemoci nervového systému. LécCiva cilend na iontové kanalky tak ovliviiuji
centralni nervovou soustavu, periferni nervovou soustavu a kardiovaskularni systém [68].

Iontové kanalky jsou transmembranové (integralni) proteiny ¢asto slozené z fady podjednotek.
Mohou byt selektivni na ionty, typ naboje nebo bez selekce. Obecné se jedna o usnadnénou
difuzi pohanénou gradientem naboje na obou strandch membrany. Jejich funkce je podstatou
fungovani centralniho nervového systému stejné jako oxidacni fosforylace, tedy procesu zisku
ATP energickym sprazenim procest metabolickych drah [69].

2.9.3 Receptory vazané na G-proteiny

Dalsi skupinou receptorti jsou receptory vazané na G-proteiny. Takovéto receptory jsou
obvykle sprfazeny se sedmi hydrofobnimi transmembranovymi doménami helikalni struktury.
Navazanim ligandu na receptor dochazi ke konformacni zméné tohoto receptoru a tim ke
zptistupnéni vazebného mista receptoru na vnitini strané membrany. Do zpfistupnéného
vazebného mista se vaze G-protein sestavajici ze tfi podjednotek, jejichz soudrznost je
navazanim naruSena [39] a dochazi tak k uvolnéni GDP a navazani GTP na o jednotku
komplexu, ktera nasledné stimuluje enzymatickou aktivitu. Nejznamejsim takto fungujicim
enzymem je adenylatcyklaza, kterd katalyzuje formaci cyklického AMP [67]. Za objev G-
proteint byla v roce 1994 udélena Nobelova cena Martinu Rodbellovi a Alfredu G. Gilmanovi
[70]. Jak v nasledujicich letech ukazala analyza lidského genomu, v organismu existuje
minimalné 800 receptort sprazenych s G-proteiny. Tento typ receptort je vyznamnym také pii
vyvoji 1é¢iv — odhaduje se, Ze az polovina vSech 1€k na predpis (vyjimaje antibiotika) cili praveé
na tuto tfidu receptora [71].
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2.9.4 Tyrosin-kinazové receptory

Specialni skupinu tvoii tyrosin-kinazové receptory, které se vyznacuji jedinou doménou
prostupuyjici membranou. Primamné se jedna o receptory, jejichz ligandem je inzulin nebo
peptidicky rastovy hormon. Navazanim dochazi k opakované fosforylaci a defosforylaci
budujici tzv. kaskadu. Vysledkem je regulace bunécného rustu a diferenciace. Pii navazani
ligandt dochazi k fosforylaci kinaz, které v pfipadé rustovych faktorti (inzulin nevyjimaje)
vedou postupnou fosforylaci kinaz pres zapojeni Ras proteini az do bunécného jadra
a k aktivaci zde se vyskytujicich transkripénich faktorti. Inzulin samostatné ma dalsi dvé funkce
— jednou je zabranéni inaktivace glykogen syntazy pies fosforylaci proteinkinazy B diky
navazani aktivovaného fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfatu navazaného na bunéénou membranu.
Druhou je zabezpeCeni prostupu molekul glukézy dovnitt bunék. V tomto pfipadé dochazi
k relokalizaci GLUT4 ptrenaseCe na povrch buiky a tim k zahajeni pfenosu glukozy
z extracelularniho prostoru [71].

2.9.5 Jaderné receptory

Posledni vyznamnou skupinou receptort jsou receptory umisténé uvniti burnky. Jejich ligandy
jsou hydrofobni slou¢eniny schopné prochazet bunéénou membranou. Jedna se tak o steroidy
a jim podobné hormony, které se v cytosolu vazou na receptor a v podobé komplexu receptor-
ligand putuji do jadra, kde pisobi na genovou expresi. Pro svou oblast pisobeni dostala tato
skupina nazev jaderné receptory [71]. Aktivaci ligand-dependetniho jaderného receptoru
dochazi kregulaci transkripce genti a tim k ovlivnéni proliferace, metabolickych drah
i reprodukce. Do hry kromé ligandt, vstupuji také koaktivatory a korepresory upravujici
transkripcni aktivitu dle potfeby buriky. Zda se na receptor navazou je allostericky kontrolovano
jiz vazanym ligandem [72]. Z pohledu farmacie se jedna o skupinu receptord, na které cili cela
fada 1é¢iv. Vyznamného pokroku bylo dosazeno napiiklad pfi 1écbé rakoviny prsu cilenim na
jaderné receptory estrogenu nebo rakoviny prostaty cilenim na receptory androgenu [73].
Dulezitou roli také hraji naptiklad jaderné receptory glukokortikoidu, které bojuji proti zanétim
a autoimunnim chorobam. Z tohoto divodu pacienti trpici astmatem, revmatoidni artritidou
nebo roztrousenou skler6ézou uzivaji 1é¢iva na bazi syntetickych glukokortikoidu. Jejich ptfijem
vSak musi byt regulovan z divodu vaznych vedlejSich ucinkd. Dlouhodobém uzivani téchto
1éCiv vede k osteoporoze, atrofii kiize, diabetu a dal§im vaznym onemocnénim [74].

2.10 Nosicové systémy

Nosicové systémy jsou moderni metodou distribuce 1é¢iva do konkrétniho mista i¢inku. Léciva
latka je tak dorucena do konkrétniho organu, tkan€ nebo butiky v pozadované koncentraci, ¢imz
dochazi jak ke zlepseni ucinku této latky, tak k predejiti moznym vedlejsim ucinkiim v jinych
Castech organismu, nez ve kterych je dana latka potfebna. Diky nosici je tak kontrolovana
rychlost, doba a misto uvolnéni 1é¢iva v organismu [75].

Nosicové systémy muzeme rozdélit dle fady charakteristik, nejCastéjsim je jejich déleni dle
chemické struktury nebo dle zptisobu dodani do organismu. Kromé bézného rozdéleni na

peroralni, parenteralni, rektalni a lokalni aplikace tak pfichazi v tvahu také implantace a site-
specific aplikace (pozn. Prestoze site-specific aplikace byva uvadéna jako samostatny typ
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aplikace, z pohledu cisté farmaceutického se jednd o typ parenteralniho podani piipravku,
jelikoz je nejbéznéji injektovan [76].)

Coby nosiCové systémy muze vystupovat cela fada systémi — nejCastéji se setkavame
s polymery at uz pfirodniho nebo syntetického ptivodu, fibroblasty, lipoproteiny, liposomy,
micelami, uhlikovymi nanoc¢éasticemi a magnetickymi ¢asticemi.

Samotna doprava do mista ucinku obecné probiha dvéma zplsoby: hovofime o aktivnim
a pasivnim transportu. V piipadé aktivniho transportu je na konjugat lé¢ivo—nosi¢ navazan
rozpoznavaci ligand cilici na konkrétni misto. Zarovern v§ak miize byt aktivniho cileni dosazeno
i pomoci fyzikalnich stimull, jako jsou teplota, pH nebo magnetismus. Pasivni cileni oproti
tomu spociva v cirkulaci ¢astic krevnim fecistém a prostupu skrze prosakujici vaskulaturu [76].
Jeji disintegrace je charakteristicka pro chronické zapaly a rakovinu [77]. Diky EPR efektu (z
angl. enhanced permeability and retention) dochazi k akumulaci 1é¢iva v misté tumoru, k jeho
uvolnéni do extracelularni matrice a nasledné difuzi do rakovinné buriky [76].

2.10.1 Liposomy

Liposomy jsou jednim z nejhojnéji vyuzivanych nosi¢l uzivanych pii cileném transportu
1éciva. Diky svym dobfe prozkoumanym vlastnostem se jevi jako vhodny enkapsulacni
prostfedek pro transport hydrofobniho léCiva skrze vodné prostfedi organismu az do mista
pozadovaného ucinku. Strukturné se jedna o sférické Ccastice tvorené fosfolipidovou
dvojvrstvou obdobné struktury jako je ta tvotici bunéénou membranu zivych organismda.

Castice léciva

T

bunééni membrina

Obr. 7 Priklad rozpadu liposomalni Cdstice a uvolnéni léciva inkorporact liposomdini cdstice

do bunécné membrdany [78].
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Sféricky tvar obvykle vznika samousporadavanim a muaze byt unilamelarni nebo
multilamelarni. V jadru liposomt se nachazi hydrofilni prostor, ktery tvoti vhodné prostiedi
pro hydrofilni 1é¢iva. V piipadé hydrofobnich 1é€iv je mozna jejich inkoroporace piimo do
lipofilni dvojvrstvy.

Vyhodou liposomalnich Castic je moznost Upravy jejich povrchu. Ten mize byt modifikovan
napiiklad ve smyslu zmény naboje. Nese-li micela na svém povrchu zaporny naboj, dochazi
k fuzi micelarni fosfolipidové dvojvrstvy a bunécné membrany, ¢imz je 1éCivo uvolnéno do
cytoplasmy. Nenese-li na povrchu zadny naboj, vstupuje 1écivo do buiiky pomoci fagocytdzy
a cili tak na lysozomy. Castym je také navazani polyethylenglykolu, ktery zlepsuje vlastnosti
castic ve smyslu schopnosti stabilizovat strukturu liposomu i pfi vys$§im mnozstvi poutaného
1éciva [79]. Kromé&€ PEG je dalsi vyuzivanou slouceninou hyaluronan, ktery slouzi jako
molekula pro cileny transport 1é¢iva k rakovinnym buikam [80]. Své uplatnéni pii modifikaci
liposomalnich povrchti nachazi dale napt. imunoglobuliny nebo peptidy [79].

2.10.2 Pevné lipidové nanocastice

Pevné lipidové nanocastice maji coby svij materialni zaklad pfirodni slouceniny — vosky,
triglyceridy, mastné kyseliny a steroidni latky [81]. Vyhodnou vlastnosti je jejich pevny stav
pii pokojové teploté a schopnost prenaset velké mnozstvi aktivni terapeutické latky jakoz 1 jeji
nasledné pozvolné uvoliiovani. Vzhledem k vysoké hydrofobicité byva povrch téchto Castic
modifikovan pomoci vhodnych hydrofilnich sloucenin, jako napt. PEG [82].

2.10.3 Micely

Micely vychazeji z podobného zéakladu jako liposomy. K jejich uspotadani dochazi v zavislosti
na hydrofilté/lipofilit¢ domén amfifilnich castic tvoficich celou strukturu ttvaru v daném
prostiedi. Na rozdil od liposomi zde v§ak nedochazi k formaci dvojvrstva nybrz ke shlukovani
elementarnich ¢astic do sférickych ttvart tak, aby doména s vyssi afinitou k okolnimu prostiedi
s nim byla v kontaktu. Pfi volbé vodného prostiedi tak polarni hlavu tvoti povrch sférického
utvaru, zatimco hydrofobni konce smétuji do stiedu ¢astice [83].

2.10.4 Nosice na bazi polymernich sloucenin

Rozsahlou kategorii jsou nosice na bazi polymernich sloucenin. Spadaji sem polysacharidy,
polymery kyseliny mlé¢né a glykolové, proteiny, polypeptidy a dal§i. Mezi jejich vyznamné
vlastnosti fadime predevsim jejich vysokou stabilitu v krevnim ob€hu, a to az na uroven kapilar
a setrvavat v ném po delsi Cas. Dale schopnost putovat skrze tkané a cilit tak na konkrétni mista.
Diky citlivosti na zménu teploty, pH a iontovou silu je vyznamnou také moznost
kontrolovatelného uvoliiovani 1é¢iva. Pravé 1éCivo je nejCastéji poutano v matrici a diky jej
obklopujici polymerni sféfe je chranéno pfed okolnim prostfedim jakoz i1 ziskava vlastnosti
pottebné pro transport 1éCiva do mista ucinku, jako napft. i hydrofobni lé¢iva mohou byt diky
navazani na polymerni nosic rozpustna [84]. Spole¢né s liposomy se jedna o historicky nejstarsi
metodu piipravy transportnich systémda.
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2.10.5 Anorganické nanomaterialy

Zatimco vySe uvedené zpusoby pfipravy transportnich systému byly zaloZeny na stavebnich
jednotkach pfirodniho pavodu nebo pavodu syntetického, avSak svymi vlastnostmi
inspirovaného v zivych organismech, dalsi kategorie spada mezi Castice pfipravené ryze
synteticky. Jedna se o nanocastice vyuzivajici poznatky anorganické chemie s presahem do
chemie organické a biochemie. Diky syntetické piipravé je mozno presné regulovat vlastnosti
transportnich ¢astic, jako je velikost, tvar, povrch atd. Klasicky se sem fadi struktury na bazi
uhliku, magnetické nanocastice, zlaté nanocastice a kvantové tecky [85].

Uhlikové nanocdstice

Uhlikové nanomaterialy vykazuji vyborné vysledky v oblasti nosicovych systému — jedna se
predevsim o fullereny, uhlikové nanotrubice a grafeny. V pfipadé fullerenti se jedna o silné
hydrofobni Castice s dutym jadrem, jejichz povrch je vSak mozno funkcializovat a ziskat tak
Castice rozpustné ve vodé. LéCivo uvnitf struktury mize byt kovalentn€ vazano nebo jimano
pouze pomoci nekovalentnich interakci. Oblasti vyzkumu uhlikovych nanocastic je vénovana
velka pozornost. Stale vSak nejsou zodpovézeny vSechny otazky tykajici se cytotoxicity,
optimalniho fizeného uvoliiovani nebo farmakokinetického profilu [85].

Magnetické nanocdstice

Z tady magnetickych nanocastic, jejichz jadro nejcastéji tvoii kovy kobalt, nikl, mangan nebo
Zelezo, hraji v problematice nosicovych systému vyznamnou roli ferrity odvozené od struktury
oxidu zelezitého. Vyhodou takovychto Castic je jejich superparamagneticka povaha, tedy ze
svych magnetickych vlastnosti nabyvaji pouze v prostredi magnetického pole. Obecné platnym
problémem vyuziti magnetickych nanocastic je vSak jejich nizka biokompatibilita, ktera je
zékladnim pozadavkem pro nosicové systémy. Aby Castice mohla piijit do kontaktu s buiikami
lidského organismu, je potfeba modifikovat jeji povrch, ¢ehoz je dosazeno obalenim Castice
napfiiklad do polysacharidu typu dextranu [85]. Kromé pokryti povrchu biopolymerem se také
pfistupuje k jeho pozlacovani, navazani dendrimeri nebo silanovych skupin. K vytvoreni
konjugatu sléCivem muze dojit né€kolika cestami — pomoci kovalentniho navazani,
elektrostatickou interakci, enkapsulaci nebo adsorpci. Magnetické nanocastice jsou nejcastéji
vyuzivany ke zobrazovani a pro 1écbu nadorovych onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze jsou stale
pfedmétem zkoumani, je pravdépodobné, ze své vyuziti naleznou i1 v dalSich oblastech
mediciny [78].

2.11 Lyofilizace

Lyofilizace neboli suSeni mrazem, je moderni metoda pfipravy stabilnich biologickych
materiald poskytujici moznost zachovat jejich biologickou funkci diky podminkam
vyhovyjicim 1 citlivym biologickym materialim. Své vyuziti tato technika nasla
i v potravinafstvi, kde slouzi k suSeni ovoce a zeleniny za ponechani si jeho ptvodni barvy
i chuti. Z védecko-vyzkumného hlediska je vSak tato metoda zajimavou predevsim pfi pfiprave
transportnich systému s Sirokym spektrem nasledného vyuziti. Kromé pftipravy vakcin, 1éciv
a scaffoldd pro bunéénou proliferaci muze byt pouzita i pro piipravu ve vodé rozpustnych
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nosicovych systému typu hyaluronanu s navazanym hydrofilnim 1é¢ivem, pticemz tato aplikace
je predmétem zajmu této prace.

2.11.1 Metoda a princip pripravy systému

SuSeni hydratovanych systému je pomémé naronym procesem, chceme-li zachovat jeho
biologickou aktivitu. Vystavenim bio-materiald vysokym teplotam v horkovzdusnych
suSickach dochézi k jeho strukturalnim 1 funkénim zménam, coz vede k jeho znehodnoceni.
Alternativou je tzv. suSeni mrazem, které misto teplot vysokych vyuziva téch hluboko pod
bodem mrazu a nasledného efektu sublimace ve vakuu, kdy dochazi k pfechodu rozpoustédla
z pevné faze ptimo do faze plynné a jeho naslednému uvolnéni ze systému. Schéma procesu se
sklada ze tfi Casti: zmrazeni, primarni suSeni (sublimace ledovych krystal() a sekundarni suseni
(desorpce) [86].

Vzhledem k tomu, ze pozadovana latka, kterou se snazime susenim z roztoku ziskat, je obvykle
ve velmi malé koncentraci, pfidavaji se do systému stabilizaCni pomocné latky, na které je
puvodni slouCenina (v tomto piipadé API) fyzikalné ¢i chemicky navazana. Diky svym
vlastnostem v roztoku se vhodnymi jevi sacharidy, které pii vymrazovani ochotné prechazeji
do skelné faze polymeru a stavaji se tak tvrdymi a kiehkymi [87]. Prave znalost teploty skelného
prechodu anebo eutektické teploty je esencialni pro cely proces zvlaste pokud pouzivame kromé
vody coby rozpoustédla i dalsi nejcastéji organické rozpoustédlo.

Lyofilizator jako takovy se sklada ze tfi zakladnich ¢asti, kterymi jsou vymrazovaci komora,
kondenzator a vakuova pumpa. Do vymrazovaci komory s rosty se davaji vzorky ve vhodnych
nadobach — nejCastéji se pouzivaji lyofilizacni banky riznych velikosti dle objemu
lyofilizovaného systému, které jsou schopny odolavat velikym teplotnim rozdilam.
Kondenzator odvadi zkondenzované pary rozpoustédla, zatimco vakuova pumpa nasava pary,
které nejsou schopny kondenzace a jsou tak volné odvadény béhem primarniho suSeni za
soucasného postupného odstrariovani vzduchu a vytvareni vakua [87].

Samotny proces lyofilizace se sklada za tfi fazi. V prvni fazi dochazi k mrazeni celého systému
v postupnych krocich, pfi¢emz pfi programove fizené lyofilizace nastavujeme jednotlivé kroky
tak, aby systém nebyl vystaven nahlému prudkému ochlazeni, které by mohlo danou biologicky
aktivni latku zniCit. Postupny pokles teploty je tak provadén v krocich, pficemz pfi jednotlivych
teplotach je systém vzdy ponechan po urcitou nami zvolenou dobu.

Ve druhé fazi je postupné zvySovana teplota, zarovenl s ménicim se tlakem vakua uvnitf
lyofilizatoru. V této fazi hovofime o tzv. primarnim suSeni, béhem kterého krystaly vody
sublimuyji a ze systému je odvedeno velké mnozstvi rozpoustédla. Hnaci silou sublimace je
rozdil parcialnich tlakt vodni pary a ledu pfi piislusné teplote, pficemz ¢im nizsi je tlak vodni
pary vkomote oproti tlaku par ledu na sublimacnim rozhrani, tim rychleji probiha
sublimace [88]. Teplota je sice postupné zvySovana, ale neméla by se dostat nad teplotu
skelného prechodu (u amorfnich sloucenin), respektive nad eutektickou teplotu (u krystalickych
sloucenin) [87].
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Ve tfeti fazi, tedy tzv. sekundarnim suSeni, dochazi k desorpci zbyvajici vody zpusobené
krokovym zvySovanim teploty nad teplotu pocatecni, avSak do takové miry, aby biologicka
aktivita suSeného systému zustala zachovana a doSlo pouze k odstranéni nechténé vody.
Lyofilizat, tedy vysledny lyofilizovany systém, je velmi suchy a ma tak silné hygroskopické
vlastnosti, proto je vhodné ho z lyofilizatoru co nejrychleji premistit do vhodného suchého
prostfedi [87]. Veskera voda jak z primarniho, tak sekundarniho suSeni je odvedena do
kondenzatoru, ktery je nasledné zahtivan a do néj jimany led je odstranén.

I pres spoustu vyhod, diky kterym je lyofilizace cennou a uziteCnou metodou piipravy
biologicky aktivnich systému, existuje nékolik diivodu, kvili kterym neni az tak vyuzivanou,
jak by mohla byt. Prvnim z nich je cena — pro hluboké zmrazeni vzorku a jeho néasledné ohtati
je potiebné pomérmné znacné mnozstvi energie, coz se vyrazné projevi na finanéni naro¢nosti
této metody. Dale z pohledu chemického ziistava stale problémem riznorodosti farmaceuticky
aktivnich latek, kdy ne vSechny jsou stabilni a ochotny se vazat na nosi¢. V neposledni rade
také ne vSechny bioaktivni latky jsou odolné vii¢i mrazu a mohou tak byt znehodnoceny, zvlaste
pokud neni vhodné zvolena rychlost mrazeni a nasledné sublimace [89].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V roce 1992 publikovali John E. Scott a kol. ¢lanek zabyvajici se studii sekundarnich
a terciarnich struktur vybranych proteoglykanti (chondoritinu a chondroitin sulfatu)
a hyaluronanu. Pomoci NMR, elektronové mikroskopie s rotacnim stinovanim a pocitacové
simulace byly ziskany vysledky, které pfifadily sekundarni struktute hyaluronanu ve vodném
roztoku konformaci dvakrat stoené Sroubovice. Zaroven bylo odvozeno, ze na agregaci
jednotlivych fetézct se podili kromé vazeb vodikovymi mustky i hydrofobni interakce, tedy ze
struktura hyaluronanu je kromé silné hydrofilniho charakteru ovlivnéna pfitomnosti
hydrofobnich domén. Tyto domény pak v zivych organismech, konkrétné¢ v mezibunécném
prostoru interaguji s hydrofobnimi makromolekulami typu kolagenu a davaji tak extracelularni
matrici jeji specifické vlastnosti. Samotna studie tedy potvrdila formaci agregati a vznik
komplexti v zavislosti na hustoté¢ naboje. Hyaluronan stejné jako nesulfatovany polymerni
chondroitin s ochotou tvofil duplexy a vyssi struktury [43].

V roce 2002 dale stejny autor publikoval Clanek, ve kterém potvrdil sekundarni a tercialni
strukturu  hyaluronanu. Tercialni struktura je podle studia projevem interakci
vysokomolekularniho polymerniho fetézce, kdy dochazi k vazbé vodikovymi mustky
acetamino NH skupiny s karboxylatovou skupinou sousednich fetézcli. Na stabilizaci se navic
podileji hydrofobni interakce. Pomoci NMR tak byla v zavislosti na sekundarni a terciarni
struktufe vysvétlena denaturace za vysoké hodnoty pH a pfi zahfivani, coz zaroven podalo
uzitené informace objasnujici nékteré déje v zivych organismech [8].

Podstatnym pro tuto diplomovou praci se stal vyzkum Michalicové a kol., ktery se zabyva
solvataci hydrofobnich molekul vazanych na nativni hyaluronan coby nosi¢ pfipraveny pomoci
lyofilizace. Podstatou prace bylo vyuziti suSeni mrazem jakozto vhodné metody pro naruSeni
solvatacniho obalu fetézce hyaluronanu, ktery by jinak branil navazani hydrofobnich molekul
na tuto silné hydrofilni slouc¢eninu. Schopnost metody vodnou vrstvu odkryt potvrdila autorka
jiz ve své bakalarské praci [90], ktera se tak stala zakladem celého vyzkumu. V ptipade nového
vyzkumu pfistoupila k navazani fluorescéncni sondy na hydrofobni ¢ast nativniho hyaluronanu
uzitim terc-butyalkoholu jakozto korozpoustédla podporujici rychlejsi, efektivnéjsi a pro
produkt bezpecnéjsi suseni [91].

Samotnému procesu suseni mrazem hyaluronovych nosict se zabyva diplomova prace Kristiny
Waczulikové. Ve svém vyzkumu se Waczulikova zaméfila na jednotlivé parametry lyofilizace
systému, kde byl coby nosi¢ pouzit hyaluronan o dvou stfednich molekulovych hmotnostech,
asice 13 kDa a 1,91 MDa. Referencnimi ¢inidly zastupujicimi léciva se staly fluorescencni
sondy pyrén, perylén, prodan a DPH. Dulezité informace z této prace plynou piedevsim
z pouziti rozpoustédla pfipraveného smisenim terc-butylalkoholu s vodou a z podrobného
vyzkumu vlastnosti tohoto solventu ve smyslu ziskani nejnizsi mozné teploty pro efektivni
suSeni mrazem. Tato teplota byla po zaokrouhleni stanovena na —15 °C, coz by mélo odpovidat
teploté blizké bud’ teploté skelného prechodu nebo eutektickému bodu. Pro charakterizaci
navazani fluorescencnich sond na molekulu hyaluronanu byly lyofilizované vzorky podrobeny
analyze na infraerveném spektrofotometru a vizualizovany pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu. Navazani fluorescencni sondy bylo prokazano piitomnosti
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absorpéniho pasu ve spektrech lyofilizovanych vzorkd pifi vinoétu 1477 cm™, ktery je
charakteristicky pro valen¢ni vibrace C=C vazeb v aromatickych kruzich fluorescen¢nich sond.
Toto tvrzeni nasledné bylo potvrzeno také pomoci ustalené a Casové rozliSené fluorescencni
spektroskopie. Ze ziskanych dat tak bylo potvrzeno, ze suSeni mrazem je pii vhodné zvolenych
podminkach ucinnou metodou piipravy systémi vyuzivajicich hydrofobni interakce mezi
sondou a hydrofobnimi doménami nativniho hyaluronanu [92].

Koncentraci residui rozpoustédla v lyofilizatu se zabyva ¢lanek z roku 1998, jehoz autory jsou
Sakchai Wittaya-Areekul a Steven L. Nail. Ve své praci nejprve shrnuji vyhody vyuziti terc-
butylalkoholu jako korozpoustédla — mimo jiné pfitomnost této slouCeniny napomaha diky
vzniku dlouhych jehlicovitych krystali k rychlejsimu vysuseni lyofiliza¢niho kolace béhem
primarniho suSeni. Samotny vyzkum pak byl vénovan porovnavani residui korozpoustédla ve
vysuSenych vzorcich. Coby modelové vzorky ur€ené k suSeni byly pouzity 5% roztok
sacharozy a 5% roztok glycinu s ménicimi se koncentracemi TBA. V prvnim kroku byla
pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie urena eutekticka teplota systémt na —10 °C pro
systém obsahujici sachar6ézu a —7 °C pro systémy s glycinem. Z naslednych vysledkt analyzy
lyofilizac¢nich kolac¢t vyplynulo, Ze koncentraci residualniho TBA lze snizit pfipravenim
takovych systému, kde se TBA nachazi nad eutektickou koncentraci, tedy v krystalickém stavu.
Pro amorfni stav byly hodnoty residui znacné vy$si. Niz§i koncentrace korozpoustédla ve
vysledném systému je mozno dale dosahnout del§i dobou mrazeni a vyssi teplotou pii
sekundarnim suSeni [93].

Samotné metod¢ stanoveni residui v lyfoilizaci pfipravenych systémech se ve své bakalarské
praci zabyvala Tereza Bortuvkova v roce 2014. Jako vhodné analytické metody pro urceni
residui TBA byly pouzity: metoda mikroextrakce tuhou fazi se vzorkovanim z rovnovazné
plynné faze (Head-Space SPME) a metoda analyzy rovnovazné plynné faze (Head-Space).
Porovnani obou metod vedlo k tezi, ze Head-Space technika podporuje opakovatelnost a je
zarovenn podava objektivni informace o vysledcich méfeni. V ramci prace bylo také
zhodnoceno, ze vzorky obsahujici na pocatku 20 obj. % a 40 obj. % TBA vykazuji nizsi hodnoty
koncentraci residualniho TBA nez vzorky pfipravené s vyuzitim 60 obj. % TBA [94].

Krom¢ hyaluronanu se védecké tymy zabyvaji také ptipravou lyofilizovanych nosict pro fizené
uvolniovani s vyuzitim chitosanu coby nosi¢ového materialu. Piikladem muze byt prace Fouad
Damiri a kol. z roku 2020, ktera zkouma vlastnosti systému piipravenych z lyofilizovaného
chitosanu s navazanym benzaldehydem. Diky pfitomnosti aromatickych jader na benzaldehydu
dochéazi k formaci fyzikalné zesitovaného hydrogelu, ktery je schopen v sobé nést 1éCiva
(v tomto pripadé vzorové latky: kofein, kyselina askorbova a 5-fluorouracil) a nasledné je
rozpousténim postupné uvolnit. K samotnému zasitovani zde dochazi diky hydrofobnim
interakcim, které vznikaji mezi aromatickymi jadry a vedou tak k samousporadavani systému
za vzniku hydrofobnich domén, v nichz by teoreticky mohla byt poutdna hydrofobni
1éciva [95].
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Hydrofobnimi interakcemi se zabyval také tym Zhixuan Wanga, Yingjie Denga a Xiaopeng
Zhanga, ktery zkoumal pfipravu nosi¢ovych systémi na bazi hydroxypropyl B-cyklodextrinu
s vyuzitim TBA coby rozpoustédla vhodného k navazani hydrofobniho 1é€iva na vyse
uvedenou slouceninu. Vysledkem bylo uspésné ziskani lyofilizovaného systému, ktery podpoiil
rozpustnost 1éCiva [96].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Obecny tvod experimentalni ¢asti

Experimentalni ¢ast diplomové prace je z velké Casti vénovana procesu lyofilizace a nasledné
analyzou ziskanych systému. V tivodu se vénuje ziskani a zpracovani informaci o jednotlivych
vzorcich, tedy lécivech dodanych spolecni Boehringer Ingelheim. Cilem experimentalni ¢asti
je pripravit systémy poutajici v sobé diky hydrofobnimu efektu hydrofobni 1éciva, ktera se
prave diky svému nosic¢i budou ochotna rozpoustét ve vodném prostiedi.

Coby metody vyuzité pro charakterizaci jednotlivych systému byly pouzity steady-state
infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci na ATR krystalu, fluorescencni

spektrometrie (steady-state 1 Casové rozliSena), UV/Vis spektrometrie a termogravimetricka
analyza.

4.2 Pouzité chemikalie

- Nativni hyaluronan, stfedni molekulova hmotnost 13 000 Da, vyroba Contipro (CR);
- Terc-butylalkohol (bezvody >99,5 %), CAS: 75-65-0;

- Chloroform (stabilizovan amylenem, 99,8%), Sigma Aldrich;

- Léciva od spolecnosti Boehringer Ingelheim:

a) Vzorek 1 - BI 638683
1-(4-fluorophenyl)-N-((2-methylsulfonyl)pyridin-4-yl)methyl)-1H-pyrazolo[3,4-
c]pyridine-4-carboxamide

Obr. 8: Strukturni vzorec léciva BI 638683
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b) Vzorek 2 - BI 639667
1-(4-fluoro-phenyl)-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-4-carboxylic acid [1-(2-
methanesulfonyl-pyridin-4-yl)cyclopropyl]amide

F
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Obr. 9: Strukturni vzorec léciva Bl 639667

¢) Vzorek 3 - BI 666877

(R)-3-(4-cyanobenzyl)-1-(3,5-dichloro-4-fluorophenyl)-N-(2S,3R)-1-((1-(5-(1,3-dimethyl-
1H-pyrazol-4-yl)pyrimidin-2-yl)cyclopropyl)amino)-3-hydroxy-1-oxobutan-2-yl)-3-
methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-imidazo[ 1,2-a]imidazole-5-carboxamide

N\

Cl

Obr. 10: Strukturni vzorec léciva BI 666877
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d) Vzorek 4 - BI 201335 (vyrazené lécivo)
(R)-1-([2S,4R]-4-(2-amino-7-methoxy-quinolin-4-yloxy)-1-((S)-2-
cyclopentyloxycarbonylamino-3,3-dimethyl-butyryl)-pyrrolidine-2-carbino]-2-vinyl-
cyclopropanecarboxylic acid
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Obr. 11: Strukturni vzorec léciva BI 201335

e) Vzorek 5 - BI 729802
2-(4-cyclopropyl-6-methoxypyrimidin-5-y1)-6-(((5-(ethylsulfony)pyridin-2-
yl)methyl)amino)-8-isopropylpteridin-7(8H)-one
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Obr. 12: Strukturni vzorec léciva BI 729802
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4.3 Pouzité pristroje:

o Thermo Scientific Nicolet iS 50 FTIR Spektrometr, od spole¢nosti ThermoFisher
Scientific;

FS5 Fluorescencni spektormetr, od spolecnosti Edinburgh Instrumnets;

Horiba Jobin Yvon Fluorocube fluorescencni spektrometr pro méfeni ¢asove rozliSené

o O

fluorescence, od spole¢nosti HORIBA;

U-3900H Spectrophotometer;

Termogravimetrick4 analyza TGA Q5000 TA instruments;
Lyofilizator SP VirTisAdVantage Pro od spole¢nosti ATS;
Fluorolog HORIBA Jobin Yvon;

Thermo Scientific TriPlus RSH

Thermo Scientific TRACE 1310 Gas Chromatograph

Thermo Scientific ISQ LT Single Quadrupole Mass Spectrometr
SUPLECO SPME Fiber Assembly vlakna pro HS-SPME

0O 0O O O O 0O O ©

4.4 Pouzité programy

OMNIC 9, program pro vyhodnocovani spekter z FTIR spektrometru;

Fluoracle, program pro vyhodnocovani dat z fluorescencniho spektrometru;

Data Station v2.6 program pro zisk dat Casove rozliSené fluorescence;

Decay Analysis v6.6 program pro vyhodnocovani dat Casovée rozliSené fluorescence;
Origin 2019b 64bit;

o O O O O

4.5 Zjisténi rozpustnosti vzorku léciv v terc-butyalkoholu

Vzhledem k tomu, ze jako vhodné rozpoustédlo pro pfipravu nosicovych systému vyuzivajicich
hydrofobni efekt byl zvolen ferc-butylalkohol, bylo potieba ovéfit rozpustnost jednotlivych
vzorkl v tomto rozpoustédle.

Nejprve proto byly piipraveny systémy o objemu 10 ml, kde vtomto objemu terc-
butylalkoholu bylo rozpusténo piiblizné 10 mg jednotlivych 1é¢iv. Vzorky byly ponechany po
dobu 48 hodin k promichani.

Zaroven byly do 50ml odmérnych banék pfipraveny vzorky obsahujici stejnou navazku léciva,
ale kromeé 10 ml ferc-butylalkoholu bylo do té€chto systému navic piidano 40 ml deionizované
vody. Vznikly tak systémy s 20 obj. % terc-butylalkoholu, coz je dle pfedchozich vyzkumu
vhodna koncentrace korozpoustédla pro piipravu pozadovanych nosicovych systému [92].

4.5.1 Vyhodnoceni rozpustnosti léciv v terc-butylalkoholu

Pti vyhodnoceni vzorky 1 a 2 vykazovaly po 48 hodinach v ¢istém rozpoustédle vznik bilé
srazeniny, zatimco zbylé vzorky se rozpustily dokonale. Po dalSich 48 hodinach vsak jiz doslo
k dokonalému rozpusténi.

Zajimavy jev nastal u systému, kde byl zerc-butylalkohol pouzit jako korozpoustédlo. Zde doslo
k dokonalému rozpusténi vSech vzorka kromé vzorku €. 4. Ten byl tedy ponechan k dal§imu
michani po dobu 72 hodin. Ani po této dobé vSak nedoslo k jeho rozpusténi a pro planovanou
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piipravu nosi¢ovych systému tak bylo toto 1éCivo vylouCeno. Velmi Spatna rozpustnost
vzorku 4 v sytému 20% ferc-butylalkoholu byla zptsobena silnou hydrofobicitou této
slouCeniny, coz v prostiedi s nadbytkem vody vedlo k tvorbé bilé srazeniny.

4.6 Postup pripravy vzorku pro UV/Vis analyzu

Za ucelem ziskani absorpCnich spekter byly v chloroformu rozpustény jednotlivé vzorky 1é¢iv
tak, aby vysledna koncentrace odpovidala 1-10* g'ml™'. Tato koncentrace byla zvolena
v navaznosti na diivejsi prace zabyvajici se obdobnymi postupy s fluorescen¢nimi sondami.

4.7 Priprava vzorka pro zhotoveni kalibracnich kiivek

Diky ziskanym absorpénim spektrim byla urena vhodna vinova délka pro sestaveni
kalibracnich kiivek jednotlivych vzorku 1é¢iv. Za timto Gcelem tedy byly pfipraveny 50ml
zasobni roztoky 1é¢iv rozpusténych v chloroformu tak, aby maximalni absorbance odpovidala
hodnoté 1,5. Po navazeni byly roztoky ponechany na magnetické micha¢ce po dobu 6 hodin
pro rozpusténi 1éciva. Nasledné byly roziedény na kalibracni fadu koncentraci 2; 2,5, 5; 7,5; 8
a 10 hm. %. Vzorky o jednotlivych koncentracich byly pipetovany do vialek, pfiCemz
jednotlivé roztoky byly pfipraveny v objemu 10 ml. Hmotnosti jednotlivych vzorka, které byly
pouzity pro piipravu zasobnich roztoka v 50ml odmeérnych barikach jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Hmotnosti navdazenych léciv pro pripravu zasobnich roztokii pro sestaveni kalibracnich krivek.

1 5,0
2 5,3
3 3,6
4 3,3
5 2,7

4.8 Priprava vzorki pro zisk excita¢né-emisnich spekter

Ze ziskanych kalibracnich kiivek byla vypoétena pozadovana koncentrace jednotlivych vzorku,
aby se absorbance pohybovala okolo hodnoty 1,5. Pro zméfeni excitacné-emisnich spekter tak
byly nejprve piipraveny zasobni roztoky do 50ml odmérnych banek obsahujici 1é€iva o
koncentraci 1-107* g'ml™!. Excitatn& emisni spektra byla zhotovena jak z divodu potiebného
potvrzeni fluorescence jednotlivych 1éCiv, tak pro vysledné vyhodnocovani uspéSnosti navazani
1éCiva na nosi¢. Jakmile byla 1éCiva dokonale rozpusténa v chloroformu, doslo k roziedéni
roztoku do finalnich objemu 50 ml dle Tab. 3.
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Tab. 3: Objemy napipetovanych zdsobnich roztokii léCiv.

1 3,5
2 5,2
3 2,0
5 1,6

4.9 Priiprava vzorku pro lyofilizaci

Vzhledem k tomu, ze lé¢ivo ¢. 4 bylo z dalSich méfeni vylouceno, byly pro lyofilizaci
pfipraveny systémy pouze pro ostatni 1éCiva. Priprava vzorka pro lyofilizované systémy byla
obdobna jako pro pifedchozi zisk excitatné-emisnich spekter. V prvnim kroku tak byly
pfipraveny zasobni roztoky obsahujici 1é&iva o koncentraci 1-10* g'ml™' v gistém terc-
butylalkoholu. Aby doslo k dokonalému rozpusténi 1éCiv, byly vSechny roztoky ponechany
k promichani po dobu 5 dn na magnetické michacce. Nasledné byly do kadinek odebrany
objemy shodné s objemy pouzitymi pro ziskani excitacné-emisnich spekter a doplnény terc-
butylalkoholem na objem 10 ml. Objemy jednotlivych zasobnich roztoki jsou uvedeny v Tab.
3.

Zaroven s piipravou zasobnich vzorka 1é¢iv byl pfipraven také zasobni roztok hyaluronanu
o stfedni molekulové hmotnosti 13 kDa. Do kadinky bylo navazeno 2,15 g této slouceniny, coz
bylo rozpusténo ve 400 ml deionizované vody. Uvedena hmotnost byla vypoctena z pfedem
zjisténé vlhkosti pouzitého hyaluronanu a z pozadavku koncentrace 0,5 g-dm ™.

Nasledné byly vzorky 1é¢iv v 10 ml terc-butylalkoholu smiseny s 40 ml zasobniho roztoku
hyaluronanu, ¢imz wvznikly systémy obsahujici terc-butylalkohol jako 20 obj. %
korozpoustédlo. Vysledna koncentrace hyaluronanu tak byla 0,4 g:dm™.

Vsechny vzorky byly pfipraveny ve dvou sériich, a navic byl pro lyofilizaci pfipraven jeden
slepy vzorek obsahujici pouze 50 ml roztoku hyaluronanu o stejné koncentraci jako
v predchozim ptipadé.
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4.10 Priprava vzorku pro fluorescenc¢ni spektrometrii
4.10.1 Rozpousténi lyofilizovanych systému

Vzorky pro tento typ analyzy byly pfipraveny rozpusténim lyofilizath v 10 ml vody tak, aby
vysledna koncentrace hyaluronanu v roztoku odpovidala 0,5 hm. %. Jednotlivé vzorky byly
rozpus§tény ve vialkach. Pripravené roztoky byly nasledné pouzity pro steady-state
fluorescencni spektrometrii a Casove rozliSenou fluorescencni spoktrometrii.

4.10.2 Rozpusténi vzorki léciv ve vodé

Pro porovnani doby fluorescence jednotlivych 1éCiv v riznych prostiedich byly pfipraveny
vzorky obsahujici rozpusténa 1éciva. Cilem bylo pfipravit roztoky koncentracné co nejblizsi
koncentraci 1éCiv v jednotlivych lyofilizatech. Vzhledem k tomu, Zze jsou vSak vSechna
zkoumana léciva hydrofobni, do vody z pavodni navazky sméfujici ke koncentraci zasobniho
roztoku 1-107* g'ml™! piesla jen mala ¢ast 1é¢iva. Aby se do vody uvolnilo co nejvétsi mozné
mnozstvi, byly vzorky ponechany 4 dny na magnetické michacce. Po uplynuti tohoto Casu byly
prefiltrovany a roziedény dle Tab. 3.

4.11 Priprava vzorki pro mikroextrakci na pevné fazi

Za ucelem detekce residualniho ferc-butylalkoholu v lyofilizatech bylo navéazeno piiblizné
10 mg lyofilizovanych vzorkt do jednotlivych vialek. Ty byly nasledné doplnény 20 ml vody.
Po rehydrataci lyofilizatu byly 4 ml takto pfipravenych roztokti napipetovany do vialek
0 objemu 10 ml. Do systému byl nasledné ptidan 1 g NaCl p.a., coz odpovidalo tésné hranici
presyceni roztoku za ucelem podpofeni prestupu analytu do plynné faze. Vialky nasledné byly
uzavieny vickem s teflonovym septem.

4.12 Postup méreni
4.12.1 UV/Vis analyza a nastaveni pro zhotoveni kalibra¢nich krivek

Pro zméreni absorpcnich spekter jednotlivych vzorka v chloroformu byl na pfistroji U-3900 H
Spectrophotometer nastaven mod absorbance, vinova délka v rozmezi 240-700 nm s rychlosti
skenu 600 nm'min " a itkou $t&rbiny 2 nm.

Pro zhotoveni kalibra¢nich kiivek byly pro jednotlivé vzorky nastaveny vinové délky, které
odpovidaly lokalnimu maximu absorbance =z predeSlého meéreni absorpCnich spekter
jednotlivych vzork. Na piistroji byla nasledné odectena absorbance pii dané vinové délce.
Meéfteni kazdého bodu kalibracni kiivky probihalo ve tiech sériich. VInové délky, pfi nichz byly
jednotlivé absorbance pro body kalibra¢ni kiivky méfeny, jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tab. 4: Vinove délky nastavené pro zméveni absorbance jednotlivych vzorkiu pro sestaveni kalibracni

kFivky.
1 331
2 332
3 260
4 277
5 330

4.12.2 Excitacné-emisni spektra

Pristroj Fluorog od spole¢nosti HORIBA byla zvolen pro ziskani 3D spekter davajicich do
vzajemného vztahu excitaci, emisi a jejich intenzitu. Pro redukci Sumu pramenici z Ryaleigho
rozptylu bylo v nastaveni povoleno maskovani prvniho fadu. Integracni ¢as byl nastaven na 0,1
s. Excitacni spektrum se pohybovalo v rozmezi hodnot vlnové délky 245-400 nm,
s inkrementem 5,0 nm. Emise byla méfena v rozmezi 300-600 nm s inkrementem 5,0 nm.
Vzorky 1 a 2 byly méfeny pfi velikosti Stérbin (excitace 1 emise) 1,0 nm, vzorek 5 byl méfen
pii velikosti §térbin 2,0 nm a v pfipadeé vzorku 3, ktery vykazoval niz§i odezvu, byla Sitka
Stérbiny emise zvySena na 4,0 nm.

4.12.3 Lyofilizace

Do lyofilizatoru byly na rost postaveny kadinky obsahujici vzorky hyaluronanu s 1écivy
a hyaluronanu samotného. Tyto kadinky obsahovaly 50 ml roztokt s 13 kDa hyaluronanem
o koncentraci 0,4 g:dm™. VSechny kadinky byly prekryty parafilmem, do kterého byly
perforovany v dostateném mnozstvi malé otvory podporujici suseni. Lyofilizator byl uzavien
a nastaven dle Tab. 5 a Tab. 6.

Ve zminénych tabulkach T predstavuje teplotu uvnitt komory lyofilizatoru, rampa odpovida
Casu béhem kterého se ma teplota zménit na teplotu zadanou a sloupec Drzet predstavuje dobu,
po kterou setrvava nastavena teplota v lyofilizatoru. Ve druhé Casti se dale pfidava nastaveni
tlaku v lyofilizacni komote — odsatim vzduchu dochézi k tvorbé€ vakua.
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Tab. 5 Nastaveni lyofilizatoru pro prvni cdst procesu lyofilizace — mrazeni.

Krok T [°C] Rampa[min] Drzet[min] @ Krok T [°C] Rampa[min] DrZet [min]

1 2 60 30 6 -15 30 300
2 0 15 30 7 - - -
3 -5 30 15 8 - - -
4 -10 30 60 9 - - -
5 -12 30 180 10 - - -

Tab. 6 nastaventi lyofilizatoru pro druhou cast procesu lyofilizace za vakua (primarni a sekunddrni

suSeni).

Krok T Rampa Drzet Vakuum : T Rampa Drzet Vakuum
[°C] [min] [min] [mTorr] [min] [min] [mTorr]
1 -15 10 300 100 7 -5 60 600 300
2 -14 10 300 120 8 -2 60 600 400
3 -13 10 300 140 9 0 30 600 500
4 -12 10 300 160 10 5 60 300 600
5 -11 10 300 180 11 15 60 300 700
6 -10 10 300 200 12 25 120 450 800

4.12.4 Nastaveni pristroje pro zjiSténi teplotni stability vzorku

Zatcelem zjisténi teplotni stability lyofilizovanych vzorkl a pro porovnani, jak velké mnozstvi
vody je ve struktufe vazano, byly vzorky podrobeny termogravimetrické analyze. Ta spocivala
v naneseni vzorku na platinovou panvicku, umisténi panvicky do pece analyzatoru a postupném

zahfivani vzorku v inertni dusikové atmosféfe na finalni teplotu 200 °C s krokem 5 °C ‘min".

4.12.5 Nastaveni pristroje pro steady-state fluorescen¢ni spektrometrii

Technika ustadlené fluorescencni spektrometrie byla predevSim pouzita pro potvrzeni
fluorescence 1é¢iv ve vodném prostiedi. Protoze pfi zisku excitaéné-emisnich spekter byl coby
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rozpoustédlo pouzit chloroform, méla tato metoda pomoci popsat chovani 1éCiv
a lyofilizovanych systému ve vodném prostiedi.

Ptistroj FS5 Edinburgh byl nastaven pro emisni sken v rozmezi vinovych délek 370-600 nm.
Vlnova délky excitaéniho zdroje se ménily dle potieb pro jednotlivé vzorky a jsou uvedena v

Tab. 7. VInové délky uvedené v této tabulce vychazeji z lokalnich emisnich maxim ziskanych
z excitaéné-emisnich spekter métenych v chloroformu.

Sitka §térbiny pro excitaéni paprsek byla pro lyofilizované systémy nastavena na hodnotu 3,0
nm, pro samotna 1éciva ve vode 4,0 nm. Na stejné rozméry byla také nastavena §térbina pro
emisi. K méfeni byla pouzita coby zdroj zafeni pouzita xenonova lampa.

Tab. 7: Excitaéni vinové délky pro jednotlivé vzorky.

1 250 330
2 250 330
3 250 270
5 330

4.12.6 Nastaveni pristroje pro ¢asové rozliSenou fluorescencni spektrometrii

Casové rozliena fluorescence na piistroji Horiba Jobin Yvon Fluorocube byla métena TCSPC
technikou, ktera je zalozena na ptredpokladu, ze Casova distribuce jednoho elektronu spada do
pravdépodobnostniho zastoupeni Cast vSech emitovanych elektronti. Jinymi slovy, Ze je mozno
rozdélit ¢asy jednotlivych elektronti od pulzu vydaného ze zdroje zafeni po navrat do zakladni
elektronové hladiny dle statického zastoupeni vSech emitovanych elektront. V praxi je
vystupem této metody histogram, ktery dava do zavislosti poCet elektronti na Case. Tento pocCet
je zaroven pfimo umeérny intenzit€¢ fluorescence [97]. V této préci byl pfistroj pouzit pro
zmeéteni doby zivota jednotlivych 1€Civ v zavislosti na ménicim se prostredi.

V prvnim kroku byla pro dany vzorek vybrana spravna dioda dle potfebné vinové délky pro
efektivni excitaci. Nasledné byl zméfen prompt prave pii této vinové délce. Méfeni promptu je
dilezité pro kazdé méteni, protoze vysledna kiivka udava nejkratsi mozny ¢as dohasinani, ktery
je pfistroj schopen detekovat. Nasledn€ byl pfistroj nastaven na 2048 kanalt (poCet bloku, na
které dle Casu rozdéluje jednotlivé elektrony), s maximalnim poctem zaznamenanych fotonua
10 000 (v piipad€é vodného vzorku 3 byla tato hodnota snizena na 5 000). Nasledn¢ byla do
pfistroje vlozena kyveta s vodnym roztokem rozpusténého lyofilizatu nebo volnym lé¢ivem ve
vodé. Nastaveni pfistroje pro jednotlivé vzorky je uvedeno v Tab. 8.
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Analyza dat probihala pomoci softwaru Decay Analysis v6.6, kde byly jednotlivé rozpadové
fady fitovany a hodnoceny dle rezidui a hodnoty 2, ktera vyjadiuje, jak dobie prolozena data
odpovidaji pravdépodobnostnimu rozlozeni.

Tab. 8: Nastaveni pristroje pro méreni casove rozliSené fluorescence.

A 12 480 50 1 329 10 10 000
3
5 B 12 480 50 1 329 10 10 000
N
>
Lécivo 16 480 50 1 329 10 10 000
A 12 480 50 1 329 10 10 000
o
S
5 B 12 480 50 1 329 10 10 000
N
>
Lécivo 16 480 50 1 329 10 10 000
A 32 400 50 1 281 10 10 000
o
S
) B 32 400 50 1 281 10 10 000
N
>
Lécivo 32 400 50 1 281 10 5000
A 16 390 50 1 329 10 10 000
v
S
5 B 16 390 50 1 329 10 10 000
>
Lécivo 16 390 50 1 329 10 10 000

4.12.7 Nastaveni FTIR-ATR

Pro ziskani informaci o ziskanych 1éCivech byla vyuzita metoda infraCervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci na ATR krystalu. Tato technika spociva v naneseni vzorku na
krystal, ke kterému je pomoci zrcadel pfiveden paprsek zafeni s vinovou délkou nejcastéji se
vyskytujici ve stfedni oblasti infraderveného zateni (4000-400 cm™). Na rozhrani krystalu
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a vzorku dochazi k uplnému odrazu paprsku, pfiCemz odrazeny paprsek je oslaben o Cast
spektra absorbovaného latkou. Vystupem je spektrum ziskané aplikaci Fourierovy transformace
na ziskana data. Z vysledného spektra je mozno vycist, jaké funkéni skupiny jsou ve vzorku
zastoupeny. Dle zmén intenzity a posund je také mozno charakterizovat strukturni zmény
vzorku nebo vliv zmény prosttedi na dany vzorek [98].

Analyza na ATR diamantovém krystalu probihala v rozmezi vlno¢tu 4000-400 cm™' pfi
rozliSeni 4 cm™ a s celkovym podtem skendl nastavenym na hodnoté 64. Pied méfenim bylo
v prvnim kroku zméfeno spektrum Ccistého diamantového krystalu, které slouzilo jako
background pro jednotliva méfeni. Aby doslo k rovnomémému a iplnému pokryti krystalu, byl
kazdy vzorek na krystal pevné pfitlacen raménkem, které je soucasti pfistroje.

Obdobné nastaveni piistroje bylo také provedeno pro vyhodnoceni lyofilizovanych vzorkd,
hyaluronanu po lyofilizaci a nativniho hyaluronanu. Pfi zpracovani dat, vSak byla pozornost
vénovana charakteristickym absorpénim pastim v rozmezi vino&ti 1200-900 cm™ tzn. v oblasti
otisku prstu.

4.13 Nastaveni pFistroju pro stanoveni residualniho terc-butylalkoholu

Pro analyzu residualniho terc-butylakoholu, tedy pouzitého ko-rozpoustédla pro piipravu
lyofilizovanych systému, byl vyuzit tandem nékolika technik, konkrétné jiz zminéné head-
space mikroextrakce na pevné fazi, na kterou navazala separacni technika v podobé plynové
chromatografie a celé méfeni bylo zakon¢eno hmotnostni spektormetrii.

4.13.1 Mikroextrakce

Pro detekci residudlniho rozpoustédla byla zvolena metoda mikroextrakce na pevné fazi
s vyuzitim head-space technologie. Tuto metodu je mozno v literatufe najit pod zkratkou HS-
SPM z anglického head-space solid phase mikroextraction. Jednd se o pomérné presnou
analytickou metodu vyuzivajici adsorpce a nasledné termalné fizené desorpce analytu. Ten se
v prvnim kroku adsorbuje na porézni vldkno pokryté polymerem, ktery je volen dle
charakteristiky analytu. Pro toto meéfeni byl zvolen kompozitni povrch slozeny z DVB
(divinylbenzen), CAR (carboxen) a PDMS (polydimethilsiloxyn). Ve druhém kroku dochazi
k desorpci a jeho analyze pomoci vhodné analytické metody, kterou se v tomto vyzkumu stala
plynova chromatografie v tandemu s hmotnostni spektormetrii.

Nastaveni parametrt, které bylo pouzito pro tuto praci, je uvedeno v Tab. 9.

Tab. 9: SlozZeni pouZitého viakna a nastavené parametry pro mikroextrakci na pevné fazi.

Typ vlékna: DVB/CAR/PDMS 50/30 um
Inkubace: 20 min pii 40 °C

Extrakce: 30 min pii 40 °C

Rychlost michani: 500 ot-min !
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Vléakno bylo pomoci autosampleru vsunuto skrze teflonové septum do vialky tak, aby nedoslo
ke kontaktu mezi roztokem a vzorkem. Bylo tak vyuzito teékavosti analytu, ktery byl odebiran
z prostoru nad roztokem.

4.13.2 Plynova chromatografie

Vlakno bylo prekryto, vysunuto z vialky a prfemisténo do injektoru plynového chromatografu.
Zde bylo ponechano k desorpci analytu. Chromatograf pracoval v rezimu splitless, nosnym
plynem bylo helium s konstantnim priitokem 1,0 ml-min !. Protoze desorpce byla fizena
termicky, byla teplota zvednuta na hodnotu 230 °C, k ¢emuz doslo postupnym zvySovanim z 40
°C s krokem 10 °C-min! do dosazeni 100 °C a nasledné s krokem 25 °C-min"!. Celkové doba
chromatografie byla nastavena na 10 min. Na chromatografii byla pouzita kolona TG-WAXMS
(30 m x 0,25 mm x 0,5 um) od spole¢nosti Thermo Scientific.

4.13.3 Hmotnostni spektormetrie

Na chromatografii navéazala hmotnostni spektrometrie, v niz byl coby detektor pouzit
kvadrupdl. Hmotnostni analyza probihala na zaklad€ poméru hmotnosti a naboje, pticemz terc-
butylalkoholu odpovidala hodnota m/z 59. Teplota transferové linie byla nastavena na 200 °C
a na tutéz teplotu byl nastaven také iontovy zdroj. Snimani probihalo v rezimu SCAN
v nastaveni 300 scani za minutu. Vysledné vyhodnoceni probihalo pomoci NIST knihovny
spekter.
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5 VYHODNOCENI A DISKUZE
5.1 Informace o léCivech

Prvnim krokem na pomezi teoretické a praktické casti bylo sestaveni strukturnich vzorca
ziskanych 1éCiv. Vzorce byly nakresleny pomoci programu ChemDraw 22.2.0. Diky znalosti
struktury tak mohlo byt odhadnuto, jaké vysledky je mozno oCekéavat naptiklad v ptipadé jejich
absorp¢nich spekter pii infratervené spektroskopii.

Z pohledu cisté informativniho byla jednotliva 1éciva také charakterizovana ve smyslu svého
ucinku v organismu Vzorek 1 je antagonistou receptoru CCRI1, ktery reguluje migraci
monocyti a makrofagi do kosti a kloubti. Potlacenim této funkce dochazi ke snizeni zasobovani
téchto mist monocyty a cytokiny, ¢imz muze byt zamezeno béznym projevim revmatoidni
artritidy [99].

Stejnou funkci nese také vzorek 2. Navazanim na CCRI1 receptor, ktery se fadi mezi receptory
s vazanymi G-proteiny (viz. Oddil 2.9.3) dochazi k allosterické blokaci receptoru, ¢imz jsou
pozastaveny pro-zanétlivé bunééné procesy. V nepfitomnosti antagonisty (léCiva) vede
navazani specifickych chemokini na CCR1 receptor imunitni bunky k projevim jiz zminéné
revmatoidni artritidy a skler6zy multiplex [100].

Vzorek 3 je modifikaci vyvojove starsiho 1é¢iva BI-1950, které mé za ukol inhibovat navéazani
LFA-1 (z angl. Lymphocyte function-associated antigen) na ICAM 1 (z angl. Intercellular
adhesion molecule). LFA-1 se fadi mezi integriny, tedy proteiny zabezpecujici kontakt a prenos
informaci mezi dvéma burikami nebo buiikou. Vyskytuje se na buikach kostni diené, T a B-
lymfocytech, monocytech a granulocytech. ICAM 1 spada do skupiny intraven6znich
imunoglobulint a k jeho zvySené expresi na bunééném povrchu dochazi predevsim v pripadé
zanétu. Pritomnost ICAM 1 vede k interakci s LFA-1 antigeny bun¢k, které jsou schopny
regulovat zanétlivé procesy [101]. Inhibice této interakce pomoci zkoumaného léCiva je
vyuzivana predev§im pro studium funkce integrin a farmakologické hypotézy v Sirsim
kontextu [102].

Vzorek 4 dostal nazev faldaprevir a jedna se o inhibitor protedzy zloutenky typu C — diky
inhibici tohoto enzymu nemuize dochazet k reprodukci viru. Jde o léCivo fazené do nové
generace 1éCiv bojujicich s timto typem hepatitidy. Toto 1éCivo spolecnosti Boehring-Ingelheim
se vSak dostalo pouze do tfeti faze testovani, protoze doSlo k projeviim toxicity
v kardiovaskularnim systému [103].

Vzorek 5 ma stejné vlastnosti jako vzorky 1 a 2, tedy jedna se o antagonistu receptoru
CCRI1 [104]. Informace o tomto 1éCivu jsou vSak ziskany pouze z patentu chraniciho jeho
syntézu. Farmakokinetické a farmakodynamické ucinky nebyly nalezeny, proto na tomto misté
neni mozno uvést, pro jaké konkrétni onemocnéni je 1€k urcen.
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5.2 Steady-state infracervena spektroskopie vzorku léciv

Na prvnim misté je potfeba uvést a objasnit vysledky infracervené spektrometrické analyzy
s Fourierovou transformaci, ktera vedla ke zjisténi, ze zkoumané vzorky tak jak jsou oznaceny
neodpovidaji dokumentaci, kterou spole¢né s nimi vyrobce zaslal.

ATR-FTIR analyza jednotlivych 1éCiv potvrdila, ze zaslané vzorce v tom poradi, v jakém byly
ziskany, neodpovidaji ¢islu oznaceni vzorku, proto pravé diky této analyze byl Cislu vzorku
pfifazen také jeho strukturni vzorec.
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Obr. 13: Normalizovana FTIR-ATR spektra jednotlivych vzorku.

Jak je zfejmé z Obr. 13 prestoze se jedna o rizné chemické slouceniny, v jejich spektrech
najdeme 1 jisté podobnosti. Jednotlivé projevy charakteristickych vibraci vazeb spolecnych pro
dana léCiva shrnuje Tab. 10. Pomoci kiizkd je znazornéna relativni intenzita daného
absorpcniho pasu, ve smyslu ¢im vice kiizka, tim je absorpéni pas vyrazngjsi.
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Tab. 10: Charakteristické absorpcni pasy spolecné pro viechny vzorky s hodnoceni relativni vysky

téchto pasil.
N-H 3300 ) Symetrif:kélr ) XX X XX XX
v vibrace sekundarniho aminu
C-H 3100-3030 Aromaty X X X
C=0 1680-1630 Symetricka v vibrace amidu XXX XXX XX = XXX
Cc=C 1590-1560 Aromaticky kruh XX XX XX
c-C 1500 Aromaticky kruh XX XX  XXXX XXXX
C=0 nebo S=0 1415 Karboxylat nebo sulfonyl XX XX XXX
C-N-C 1300 Asymetricka v vibrace XXX XXX XX = XXX

Zatimco struktury vzorku 1, 2 a 4 bylo mozno pfifadit pomoci BI ¢isla, u vzorka 3 a 5 byla
situace komplikovanéjsi z divodu nemoznosti nalezeni téchto BI Cisel v databazi. Z uvedenych
IC spekter viak jasn& vyplyva, Ze vzorek 3 odpovida BI 666877. Prvnim diikazem je Gzky, ale
zietelny absorpéni pas v oblasti 2230 cm™, ktery je projevem valenéni vibrace C=N skupiny.
Dale jako jediny ve svém spektru neobsahuje absorpéni pas v oblasti 1415 cm™, ktery je
charakteristicky pro vibrace C=0O nebo S=0 skupiny v karboxylatu nebo sulfonylu. Ze
strukturniho vzorce je zfejmé, ze ani jednu z téchto skupin dany vzorek neobsahuje, zatimco
vzorek 5 ano, coz se ostatné také projevuje charakteristickym absorpénim pasem v jeho spektru.

5.3 UV/Vis spektra vzorku léciv

Pomoci UV/Vis analyzy byla ziskana spektra jednotlivych vzorki, diky nimz bylo mozné
vybrat vhodnou vinovou délku pro nasledné sestaveni kalibracnich kfivek jednotlivych vzorki.
Jak je zfeymé z Obr. 14, vzorky 1 a 2 maji téméf shodné absorpcni spektrum s lokalnim
maximem v rozmezi 331-333 nm. Totozna vlnova délka odpovida také vzorku 5, ktery vsak
svou intenzitou v tomto misté znacné prevysSuje intenzitu prvnich dvou vzorkd. V pripadé
vzorku 3 se lokalni maximum nachazi na samotném okraji zvoleného rozmezi vinovych délek,
avSak pro dalsi vyuziti ziskanych dat je zisk tohoto maxima uzitecny.
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Obr. 14 Normalizovand absorpcni spektra jednotlivych vzorki.

Vzhledem k pomérné vysokym hodnotam absorbance byly pro sestaveni kalibra¢nich kiivek
snizeny koncentrace 1éCiv tak, aby nejvyssi absorbance idealné neptfesahovala hodnotu 1,5. Na
tomto misté je nutno fici, ze vzorek 3 uz pfi sestavovani absorpcniho spektra uvedeného na
Obr. 14 byl pripraven navazenim pouze polovi¢niho mnozstvi oproti vzorkiim ostatnim, protoze
pfi prvnim premeéteni vykazoval piilis vysoké hodnoty absorbance.

Pro sestaveni kalibracnich kiivek tak byly proméfeny absorbance jednotlivych roziedénych
roztokli, pficemz nejvyssi koncentrace odpovidala 10 hm. % a nejnizsi 2 hm. %. I pfes
predchozi vypocty nedoslo u vSech vzorkt k dokonalému dodrzeni snahy neptekrocit hodnotu
absorbance 1,5 a u vzorki 1 a 5 ji tak bod o nejvyssi koncentraci v ramci kalibracni fady
prekrocil. Pro dal§i méfeni tak byly ze ziskanych kalibraénich kfivek striktné pouzity takové
koncentrace, které se prekroCeni této hodnoty vyhybaly, ¢imz bylo docileno predpokladu pro
relevanci vysledkl s ohledem na Lamber-Beertv zakon a jeho koncentracni zavislost.
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5.4 Excita¢né-emisni spektra

Excitacné-emisni spektra byla ziskana pomoci pfistroje Fluorolog a potvrdila tak
predpokladanou fluorescenci vSech vzorkd. Pro prehlednost bylo zvoleno sestaveni praveé
3D spekter, ktera dovoluji prozkoumat emisi v zavislosti na excitaci v celé Sifce prfedem
zjisténého absorp¢niho spektra a je tak mozno dojit k vybéru vhodné vinové délky resp.
vhodnych vinovych délek pro finalni hodnoceni lyofilizovanych systému.

V excitaéné-emisnich spektrech (Obr. 15) jsou zietelné pasy odpovidajici Ryleigho rozptylu.
Pro lepsi vizualizaci byl tento rozptyl softwarem potlacen a byla tak podpofena viditelnost
spekter jednotlivych 1éciv.
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Obr. 15 Excitacné-emisni spektra jednotlivych vzorkii.

I v tomto piipadé se opakoval fenomén sledovany jiz pii méfeni Cisté absorpCniho spektra, a
sice ze vzorky 1 a 2 vykazovaly podobné vlastnosti. V obou piipadech se excitacni maximum
nachazi v oblasti hodnoty 250 nm, s vyraznym zvySenim intenzity v oblasti 330 nm. Velmi
zajimavym se ukazalo excitatné-emisni spektrum vzorku 3, které vykazuje dvé emisni maxima
blizko sebe — tento jev muze byt zapficinén jak slozitosti organické molekuly, tak napfiklad
moznosti prenosu naboje v pribéhu fluorescence, jak je tomu v piipadé strukturné slozitych
molekul 1é¢iv.
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Vzorek 5 ma své lokalni maximum ve vyssich vinovych délkach oproti ostatnim vzorkim —
jedna se priblizn€ o hodnotu 330 nm, coz priblizn€ odpovida vyrazné intenzivnim pikiim vzorka
1 a 2. Ve zminéném spektru vidime také vyrazny vyiez mezi excitacnimi vinovymi délkami
240-336 nm a emisnimi vinovymi délkami 300-350 nm, ktery je zptisoben snahou pfistroje kryt
rozptyl ve prospéch ziskani informaci o fluorescenci molekul.

Ziskana excitacné-emisni spektra potvrdila predpoklad fluorescence jednotlivych 1éCiv
a napomohla k vybéru vlnovych délek excitacnich zdroji (diod) pro Casové rozliSenou
fluorescenci. Jak je zfejmé z predchoziho odstavce, v ramci svych emisnich maxim se vSechny
vzorky pohybuji kolem blizkych hodnot excita¢ni vinovych délek, kterymi jsou 250, 270 nebo
330 nm, ¢imz se zuzil vybér zdrojl pro Casove rozlisenou fluorescencni spektroskopii na pouhé
tfi vinové délky.

5.5 Lyofilizace

Po vsech analyzach zabyvajicich se praci s 1éCivy jako takovymi bylo pfistoupeno k samotné
lyofilizaci a vyhodnoceni jednotlivych lyofilizata. Jak je jiz Cisté z vizualniho hlediska patrné
(Obr. 16), po vytazeni vzorkl z lyofilizatoru a sundani parafilmu bylo mozno pozorovat
vyrazny rozdil mezi strukturou CcCistého lyofilizovaného hyaluronanu a hyaluronanu
obsahujiciho 1éCiva. Zatimco Ccisty hyaluronan vytvarel poérovitou, pomeérné vysokou,
uniformni, vatovitou vrstvu, nosi¢e obsahujici 1éCiva vykazovala propad lyofiliza¢niho kolace
ve svém stfed€ se snizenou snahou drzet ve formé jednoho kusu. Na tomto misté je potfeba
podotknout, ze koncentrace 1éCiv ve vysledném kolaci se pohybovala v fadech desetin mg
a presto dokazala takto vyrazn€ pozménit strukturu vysledného lyofilizatu.

Obr. 16 Cisty hyaluronan po lyofilizaci (vievo), lyofilizovany systém hyaluronan s navézanym

vzorkem I (vpravo).
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5.6 Teplotni stabilita jednotlivych vzorku

Pomoci termogravimetrické analyzy byly ziskany hodnoty teplot, pfi nichz dochazi k tepelné
degradaci vzorku a procentualni zastoupeni vody ve vzorcich. Ziskana data jsou uvedena v Tab.
11.

Tab. 11 Ziskané hodnoty primérnych teplot rozkladu a pritmérné vihkosti lyofilizovanych systémil.

1 147,83 13,47 %
2 146 15,11 %
3 138,68 13,27 %
5 145,42 13,03 %
HYA 140,22 13,57 %

Jak je zhodnot zifejmé, nedochazi z hlediska termogravimetrické analyzy k vyskytu
vyrazng€jsiho trendu. Pfedpokladu, ze nejvys§i mnozstvi vody bude poutat Cisty hyaluronan,
odporuje prumérna hodnota vlhkosti vzorku 2, ktera hodnotu stanovenou pro hyaluronan
znacné prevysuje. Vysvétlenim tohoto jevu by mohla byt domnénka, Ze pfi manipulaci s timto
vzorkem doslo k absorpci vzdus$né vlhkosti, ktera vedla ke zkresleni dat. I pfes toto vysvétleni
je vSak nutno konstatovat, ze druha nejblizsi hodnota primérné vlhkosti patii vzorku 1 a oproti
¢istému hyaluronanu se 1i§i pouze o 0,1 %, coz neni hodnota prokazatelné charakterizujici
rozdilné vlastnosti téchto dvou systému.

Zajimavym se stal rozdil teplot u vzorku 3, které se mezi sérii A a sérii B liSily o 16 °C.
U ostatnich vzorkd se rozdil pohyboval mezi 5-8 °C. Moznost, Zze by k tomuto rozdilu na
zakladé chyby pfi pripravé jednoho ze vzorkd, je nepravdépodobna vzhledem k vysledkim
infratervené spektrometrie (viz. Oddil 5.9). Ze je mezi ob&ma vzorky rozdil, ktery se neprojevil
pii steady-state infraCervené spektrometrii, je zietelné z Casové rozliSené fluorescence (viz.
Oddil 5.8) a termogravimetrické analyzy. Pravdépodobné je spojen s efektem léciva na
konformaci celého polymerniho klubka, ktery je rizny vzhledem k nahodilosti stoceni
polymerniho fetézce.

Termogravimetricka analyza, pfi tomto nastaveni meéfeni (na zékladé vySe uvedeného
vyhodnoceni) tedy sama o sob& neni vhodnou metodou pro charakterizaci studovanych
systému. Jako metoda dopliiujici vSak své vyuziti jist€ ma.
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5.7 Steady-state fluorescencni spektrometrie

Jak jiz bylo zminéno dfive, ustalena fluorescence byla ptivodné méfena pouze pro potvrzeni si,
ze vzorky intenzivné fluoreskuji i v polarnim (vodném) prostredi. Vysledky této metody vSak
jsou natolik zajimavé, Ze je vhodno je zde uvést a okomentovat.

V prvnim kroku bylo potvrzeno, ze vSechny vzorky jak lyofilizované, tak samostatné
rozpusténé, ve vodé fluoreskuji a navrzena metoda Casové rozliSené fluorescence pro
vyhodnoceni efektivity hydrofobniho efektu pii pfipravée lyofilizovaného nosi¢ového systému
na bazi hyaluronanu je teoreticky mozna.
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Obr. 17: Emisni fluorescencni spektrum vzorku 3 pri excitacni vinové délce 270 nm.

Velmi zajimavym se ukazalo emisni spektrum vzorku 3. Jak je zfejmé z Obr. 17, lyofilizaci
doslo kmodrému posunu (blue-shift) v emisnim spektru vzorku. Modry posun je
charakterizovan posuvem maxima intenzity emise k niz§im vlnovym délkam. Vzorek tak
v ramci svého zafivého prechodu emituje po lyofilizaci zafeni o vyssi energii, nez tomu je u
vzorku samostatné rozpusténého ve vod€. Na tomto miste je nutno konstatovat, ze koncentrace
1é¢iva ve vodé€ je nizsi nez 1éciva v lyofilizovaném systému, protoze s podstaty hydrofobniho
chovani 1éCiva nebylo mozno ho do vody prevést ve stejné koncentraci jako pifi rozpusténi
hyaluronového nosice s timto l1é€ivem. Posun vSak neni projevem rozdilnych koncentraci
vzorku 3. Pravdépodobnéjsi je vysvétleni, ze k posunu doslo zménou polarity prostredi, ve
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kterém se 1é¢ivo nachazi. Po lyofilizaci se piiblizilo ke svému maximu, které vykazovalo
v pfitomnosti nepolarniho chloroformu, tedy 1écivo se po lyofilizaci chova, jako by se
nachazelo v nepolarnim prostfedi. To je mozno interpretovat jako dusledek projevu
hydrofobniho efektu, kdy se 1éCivo diky terc-butylalkoholu coby ko-rozpoustédlu a lyofilizaci
coby technice suSeni dostalo do kontaktu s hydrofobnimi doménami hyaluronanu, ke kterym
ma vyssi afinitu nez k prostfedi polarnimu a setrvalo tam 1 po pfeneseni do vodného prostiedi.
Posun maxima spektra je tak potvrzenim, ze dochéazi k hydrofobnimu efektu mezi 1écivem
a hydrofobnimi doménami hyaluronanu, ¢imz je mozno zabezpecit jeho rozpustnost ve vode.

Dal§i vzorky tento posun nevykazovali, pfesto je mozno konstatovat, ze i u nich doslo
k aspéSnému zaclenéni léciva do nosiCe, coz se projevilo narustem intenzity fluorescence.
Vzhledem k tomu, Ze k tomuto narustu doslo u vSech vzorku, je zde pro prehlednost uvedeno
pouze emisni spektrum vzorku 2 (viz. Obr. 18), zatimco dal§i spektra jsou k dispozici
v piilohéch této prace.
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Obr. 18: Emisni spektrum vzorku 2 p¥i excitacni vinové délce 330 nm.

Zména intenzity fluorescence je také, zjednim z projevi efektu rozpoustédla, respektive
prostfedi, ve kterém se 1éCivo nachazi [105]. Zatimco v polarnim prostiedi je intenzita
fluorescence nizka, po navazani na nosi¢ dochazi k nékolikanasobnému nartstu, coz je
projevem snizené polarity prostiedi v okoli lé¢iva. Vzhledem k tomu, zZe nejsou prostudovany
pfechody mezi excitovanymi stavy, neni mozno piesné popsat hodnotu emisnich polaritnich
koeficientd. Pokud bychom piistoupili na teorii, ze dochazi k obdobnym prechodiam, jako je
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tomu napftiklad v pfipadé fluorescen¢ni sondy pyrenu, byly by hodnoty EmPI vzorku 1, 2 a 3,
pro které byla zmétena emise ve dvou excitacnich maximech rovny hodnotam uvedenym v Tab.
12. Z té je taky patrné, ze polaritni index samotného 1éCiva ve vodeé je ve vSech pripadech vyssi,
nez pro léciva v rozpusténych lyofilizatech. Pravé niz§i hodnoty by mohly byt ukazatelem
projevu fluorescence v hydrofobnim — nepolarnim — prostiedi, coz by potvrzovalo hydrofobni
efekt. Je vSak potfeba dbat zvySené pozornosti pii interpretaci té€chto vysledku, protoze, jak jiz
bylo zminéno vySe, zatim neni pfesné prostudovano chovani 1é¢iv a diskutované zaveéry tak
pouze vychazeji z porovnani s chovanim fluorescen¢ni sondy pyrenu.

Tab. 12: Vypoctené emisni plaritni indexy (EmPI) pro vzorky 1, 2 a 3.

1 1,07 1,03 1,41
2 0,87 0,92 1,32
3 0,82 0,86 0,97

5.8 Casové rozliSena fluorescenc¢ni spektrometrie

Prvni pouzitou metodou pro vyhodnoceni uspéSnosti navazani hydrofobniho 1é€iva na nosi¢
v podobé hyaluronanu byla ¢asové rozliSena fluorescence, diky niz byly ziskany informace
o dob¢ zivota fluorofora (1éCiv) v raznych prostiedich. Prvnim prostiedim, ve kterém byla
fluorescence méfena byl roztok rozpusténého lyofilizovaného hyaluronanu s 1é¢ivem, druhym
prostfedim poté byla voda bez ptitomnosti makromolekuly. Obr. 19 a Obr. 20 jsou grafickym
znazornénim poctu fotond (counts) v logaritmickém meéfitku v zavislosti na Case, ktery je
rozdéleny do jednotlivych kanald. Na jednotlivych fadcich tak vidime grafy pro jedntliva
1é¢iva, pficemz prvni sloupec odpovida sérii A, druhy sloupec sérit B — kazdé 1é¢ivo bylo
smiSeno s hyaluronanem a lyofilizovano ve dvou opakovanich — a tfeti sloupec predstavujici
pouze lé¢ivo ve vodé.

Zatimco 1éCiva ve vodé maji veskrze linarni pribéh po dosazeni maxima, v prfipadé 1éCiv
v pfitomnosti polymeru se na kiivce prokladajici tyto hodnoty nachdzi o minimalné jeden
inflexni bod vice dany kvazi-exponencialnim poklesem. Ziskanim téchto boda byly zjistény
doby zivota fluoroforu poutaného v polymerni matrici. Nejvyraznéji je tento trend zietelny
v pfipad€ vzorku 5, kde kiivka témer kopiruje prompt, zatimco v pfitomnosti polymerniho
fetézce hyaluronanu dochazi k vyraznému odklonu od ptvodni linearn€ deklina¢niho trendu.

Pozornost je tieba vénovat vzorku cislo ti1, u néhoz v pripadé 1é¢iva ve vod nebylo mozno
dosahnout stejného poctu fotont jako u ostatnich vzorki. Toto 1é¢ivo bylo natolik Spatné

rozpustné ve vod€, ze maximalna hodnota 10 000 countii musela byt snizena na polovinu, aby
byla vystupni data relevantni, a aby bylo mozno méteni provést v akceptovatelném Case. Praveé
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tento vzorek tak na prvni pohled potvrzuje uspésnost provedené prace, a sice zZe lyofilizace je
vhodnou metodou, jak pomoci hydrofobniho efektu za vyuziti ferc-butylalkoholu coby
korozpoustédla je mozno pfipravit systém, ktery ve své struktuie bude poutat hydrofobni latku,
zabezpeci jeji rozpustnost a nasledné také jeji uvolnéni. Prave toto uvolnéni je potvrzeno ziskem
dvou Cast — prvni, ktery je zpravidla nizsi odpovida Casu 1éciva uvolnéného do vody a je shodny
s Casem ziskanym z méfeni léCiva v prostiedi vody bez piitomnosti polymerniho klubka. Druhy
Cas potom odpovida Casticim, které jsou poutany nebo pro stoCeni fetézce setrvavaji v prostredi
makromolekularniho klubka hyaluronanu.

Tabulka shrnuje Casy ziskané z prolozeni ziskanych dat. Ve vétsiné pfipadu je v uvahu bran
rozptyl, pevné dany na hodnotu kandlu 0,5 — jednd se o rozmezi se statisticky nejvéetsi
pravdépodobnosti vyskytu rozptylu, a aby méfeni nebyla zatézkana touto chybou, byva timto
zpusobem eliminovan. Na tomto misté€ je vhodno okomentovat vzorek 3 a 5. V ptipadé vzorku 3
jsou vyrazné pomeérneé vysoké casy t3, které by mely predstavovat dobu zivota fluoroforu
(Iéciva) inkorporovaného v polymernim klubku hyaluronanu. Mezi obéma casy je rozdil
pfiblizn€ 9 ns, coz by mohlo nasvédCovat rozdilnému chovani série A a série B. Jak jiz bylo
zminéno v oddile 5.6, tento rozdil je pravdépodobné zpusoben riznym sto¢enim
makromolekularniho fetézce. Zaroveni je vSak potifeba zminit, ze data pro tento vzorek byla
ziskana pfi pomérné veliké §ifce Stérbiny (viz. Tab. 8), tedy vysledky mohou byt zatézkany
chybou, ¢emuz také nasvédcuji velmi vysoké Casy pfiifazované dobé fluorescence 1éCiva
poutaného v matrici.

Za zminku také stoji graf ziskany pro vzorek 3 ve vod¢ bez pfitomnosti polymeru. Ke zméfeni
tohoto vzorku muselo dojit dvakrat — pfi prvnim pokusu nebyla ziskana zadna méfitelna data.
Vzorek byl tedy pfipraven znovu s dobou michani na magnetické michacce 8 dnt. Kvuli nizké
odezve byl pocet countli snizen na hodnotu 5 000, ¢imz bylo mozno ziskat interpretovatelna
data. Z vysledku je ziejmé, ze tento siln€ hydrofobni vzorek snizuje svou hydrofobicitu po
navazani na polymerni nosi¢, coz bylo cilem této prace. Méfeni tak prokazatelné¢ dokazalo, ze
lyofilizace je i¢innou metodou pro navazani hydrofobnich ziskanych 1é¢iv na hyaluronan coby
hydrofilni nosic¢.
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Obr. 19: Prubéhy casove rozliSené fluorescence pro vzorky 1 a 2, sloupce zleva odpovidaji sérii A, sérii B a lécivu ve vodé bez pritomnosti hyaluornanu.
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Tab. 13: Doby fluorescence ziskané z proloZeni dat casové rozliSené fluorescencni spektrometrie

Jednotlivych vzorkil.

A B Lécivo ve vodé
Cas [ns] Cas [ns] ¢as [ns]
rozptyl 0,01 0,01 0,01
ti 1,57 1,58 1,62
163 4,59 5 -
A B Lécivo ve vodé
Cas [ns] Cas [ns] ¢as [ns]
rozptyl 0,01 0,01 0,01
ti 1,43 1,43 1,46
t2 4,94 4,65 -
A B Lécivo ve vodé
Cas [ns] Cas [ns] ¢as [ns]
rozptyl 0,8 1,0 0,03
ti 5,2 54 5,02
t2 47,1 56,9 -
A B Lécivo ve vodé
Cas [ns] Cas [ns] ¢as [ns]
t 0,13 0,13 0,11
t 0,61 0,65 0,61
t3 4,65 4,72 -

V ptipadé€ vzorku 5 a 3 nebylo mozno pouzit fixni hodnotu kanélu pro rozptyl 0,5, protoze
hodnota kvadratu koeficientu y byla pfili§ vysoka (viz. Tab. 14). Vypovida o tom také
nerovnomérné rozlozeni rezidui, ktera jsou vidét na Obr. 21 a Obr. 22. V tomto pfipadé je
nepravdépodobné, Ze by 1éCiva méla tfi rizné Casy, spiSe je na misté konstatovat, Ze prvni ¢as
odpovida rozptylu spadajicimu do jiného kanalu nez obvykle a dva dalsi casy uz patfi
volnému lécivu ve vode a 1é¢ivu v matrici.

Kromé rezidualni analyzy je potfeba brat v potaz také hodnoty kvadratu . Jedna se

o statisticky test zabyvajici se rozptylem hodnot, jehoz druh4d mocnina by v idealnim ptipadé
méla byt v rozmezi 0,8-1,3. Hodnoty %2 jsou uvedeny v Tab. 14. I pfesto, ze vétSina hodnot se
nachazi pod idealnim limitem, dohromady s residualni analyzou je mozno tyto hodnoty

x? povazovat za potvrzujici vhodnost zvoleného prolozeni. Tedy potvrzujici korektnost
ziskanych dat.
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Tab. 14: Hodnoty y° ziskané z proloZent dat.

B Lécivo ve vodé
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Obr. 21: Rezidudlni analyza vzorku 3 zobrazujici nerovnomérné rozlozeni pri proloZeni dat
exponencicdlou druhého radu s fixni hodnotou rozptylu na kandlu 0,5 (vievo), rovnomérné rozlozeni

vazenych rezidui pri proloZeni dat exponencidlou tretiho Fadu (vpravo).
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Obr. 22: Rezidudlni analyza vzorku 5 zobrazujici nerovnomérné rozlozeni pri proloZeni dat
exponencicdlou druhého radu s fixni hodnotou rozptylu na kandlu 0,5 (vievo), rovnomérné rozlozeni

vazenych rezidui pri proloZeni dat exponencidlou tretiho Fadu (vpravo)
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Obr. 23: Normalizované zmévené priibéhy casove rozliSené fluorescence pro vSechny vzorky vynesené do grafit pro porovndni
téchto pribéhu pro lyofilizované systémy a léciva samostatné se nachdzejici ve vodé. (vzorek 1 — nahore vievo, vzorek 2 — nahore

vpravo, vzorek 3 — dole vlevo, vzorek 5 — dole vpravo)
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Jednotlivé pribéhy meéteni byly normalizovany a vyneseny spolecné do grafi, pro nazorné
ukazani rozdilti mezi sklony trendt dat samotnych 1é¢iv ve vodném prostiedi a 1é¢iv poutanych
v lyofilizovanych systémech. Z Obr. 23 je tak zietelné, ze pii zaClenéni 1é¢iva do matrice
dochazi k fluorescenci 1éCiva, které se po rozpusténi nosice uvolni do roztoku, a dels§i dobé
zivota fluoroforu zadrzovaného v nosici. Graficky se tento fenomén projevuje odklonem fady
od puvodné piiblizn€ linearniho prubéhu po dosazeni maxima poctu countu.

V ptipadé vzorku 3 je zfetelné, ze hodnoty odpovidajici 1éCivu ve vodé bez ptitomnosti
hyaluronanu nenabyvaji takovych rozméri jako v pfipadé rozpusténého lyofilizovaného
systému. Pravé tento ukaz, jak jiz bylo komentovano vyse, je zietelnym dikazem u¢innosti
lyofilizace ve smyslu zaclenéni 1éciva do matrice a umoziujici jeho rozpustnost ve vodé.

O tcinnosti zaclenéni lé€iva do nosice prehledné vypovida také graficky znazornéné zastoupeni
dob Zivota fluorofort vzorku 5. Zatimco 1éCivo v nepfitomnosti hyaluornanu témeéf splyva
s promptem, po lyofilizaci je mozno detekovat zvysené zastoupeni dob Zivota fluoroforii ve
vysSich cCasech, coz se graficky projevuje odklonem od kfivky vyhasinani fluorescence
samotného 1€¢iva, a je to tedy potvrzenim inkorporace 1é¢iva do nosice.

5.9 Steady-state infracervena spektrometrie lyofilizatu

Mimo casoveé rozliSenou fluorescénéni spektroskopii byla provedena také analyza lyofilizata
pomoci infraCervené spektrofotormetrie s Fourierovou transformaci. Jak jiz bylo uvedeno
dfive, na diamantovém krystalu byly postupné zmeéfeny jednotlivé vzorky lyofilizovanych
nosicu s navazanym léCivem, Cisty lyofilizovany hyaluronan bez 1éCiva a nativni hyaluronan
bez jakychkoliv uprav. Pro sledovani zmén byl zvolen ostry a intenzivni absorpCni pas
odpovidajici vino¢tu 1040 cm™!, ktery je projevem valenéni vibrace C—OH vazby primarnich
alkoholt. Divodem zvoleni tohoto pasu byl zaprvé fakt, ze neni ovlivnén pfitomnosti jinych
past a zaroven je charakteristickym praveé pro hyaluronan.

Jak je zfeymé z Obr. 24, lyofilizaci dochazi k tzv. modrému posunu (blue shift), tedy ze
charakteristicky pas se posouva do oblasti vysSich vinoctd. Protoze vinocet je pfimo umérny
energii zafeni, je tento jev mozno interpretovat jako potfebu dodani zafeni o vyssi energii, aby
doslo k projevu valencni vibrace C—OH vazby. Jinymi slovy, vazba absorbuje zafeni o nizsi
vlnové délce (vyssi energii), coz se projevi ve formé valencni vibrace, nez v pfipad¢ nativniho
hyaluronanu. Vysvétleni tohoto jevu spociva v uvédomeéni si, ze hyaluronan je ptirozené obalen
hydratacni vrstvou vody. Jedna se o siln¢€ hydrskopickou latku, proto 1 ve formé prasku ve své
strukture jima zna¢né mnozstvi vody. Ve chvili, kdy je pomoci lyofilizace vysousen dochazi ke
dvéma dulezitym procesu. Prvnim je desorpce volné vazané vody, ktera je strukturou pouze
jimana pomoci slabych interakci. Druhym procesem, ke kterému dochézi béhem sekundarniho
suSeni, je eliminace vody pevné¢ vazané. V tomto okamziku dochazi ke kontrakci vazeb, které
do té doby pfispivali k projeviim hydrofility slou¢eniny a vazbam pomoci vodikovych mustkt
a silnéji se zacne projevovat hydrofobni efekt - tedy hydrofobni Casti se zacnou vyraznéji k sobé
priblizovat. Hydrofilni domény, které se postupné nachazeji v prostiedi chudém na molekuly,
se kterymi by mohli vstupovat do hydrofilnich interakci, na tento jev odpovidaji zkracovanim
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vazeb u skupin dfive se podilejicich na vazbach vodikovymi mustky s vodou a vSeobecné
ptitomnou snahou usporadat se do energeticky vyhodné konformace [106].
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Obr. 24: IC spektrum vzorku 3 se zamérenim na absorpéni pds valencnich vibract C-OH vazeb

v primdrnich alkoholech.

V ptipadé pritomnosti hydrofobniho 1é¢iva je tento efekt o to vice posilen, protoze zacne
ptevazovat vliv hydrofobnich domén hyaluronanu, které se po zbaveni hydrata¢niho obalu,
ktery z velké casti definoval konformaci celého fetézce, zanou snazit dostat do blizsiho
kontaktu s hydrofobnim lé¢ivem. Odtranénim vody tak dojde ke snizeni moznosti interakce
hydrofilnich skupin a projevu hydrofoniho efektu.

Zminény modry posun charakteristického absorpéni pasu C—OH valencni vibrace je tak
dikazem vlivu hydrofobniho 1éCiva na konformaci dehydratovaného polymerniho fetézce
hyaluronanu a zaroven potvrzuje projev hydrofobnich interakci mezi 1écivem a hydrofobnimi
doménami hyaluronanu. Ze je 1é¢ivo pomoci hydrofobniho efektu ke struktufe obravdu poutano
ukazuje také modry posun nejen vué¢i nativnimu hyaluronanu, ale i vaéi hyaluronanu
lyofilizovanému.
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Reprezentativnim zéastupcem je normlaizované spektrum vzorku 3, kde se téméf dokonale

prekryva série A a B. V niz§ich hodnotach vlino¢tu se nachéazi absorpcni pas lyofilizovaného

hyaluronanu a v nejnizsich hyaluronanu nativniho.

V piilohach je mozno nalézt spektra i zbyvajicich vzorkd. Na tomto misté je vhodno

okomentovat dale vzorek 1, jehoz spektrum pro sérii A a sérii B se lisi, respektive je mezi
absorpcnimi pasy zietelny posun (viz. Obr. 25). K tomu doslo nedokonalym zachdzenim se

vzorkem A, ktery byl pfed méfenim vytazen z exikatoru a dostal se tak do kontaktu se vzdusnou

vlhkosti. I zde je vSak zfejmé, ze byt se absorpcni pas posunul blize k pasu lyofilizovaného

hyaluronanu, stale mezi nimi, a pfedev§im mezi nim a nativnim hyaluronanem zistava vyrazny

rozdil.
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Obr. 25: IC spektrum vzorku 1 se zaméFenim na absorpcéni pas valencnich vibract C-OH vazeb

v primdrnich alkoholech.
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5.10 Stanoveni residualniho terc-butylalkoholu

Stanoveni residualniho terc-butylakoholu probéhlo pomoci mikroextrakce na pevné fazi
propojené s plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Samotné vyhodnocovani
probihalo dvéma zputsoby. Prvni byla metoda standardniho pfidavku, pfi které nejprve doslo ke
zméfeni samotného vzorku a nasledné vzorku doplnéného o znamy objem standardu o
koncentraci 5,8 mg-1"!. Nasledn& byl porovnan retenéni as obou méfenych roztokd a
vypoctena koncentrace vzorku bez ptfidavku. Druhou metodou bylo stanoveni koncentrace
residui pomoci kalibracni kfivky. Nasledné byly zprumérovany hodnoty koncentraci ziskané
témito dvéma riznymi metodami (viz. Tab. 15).

Tab. 15: Koncentrace ziskané vyhodnocenim dat z plynové chromatografie.

1A 1,14 1,22

1.210,07
1B 1,20 1,30
2A 0,56 0,73

0,7+0,1

2B 0,76 0,74
3A 0,49 0,49

0,53+0,05
3B 0,59 0,55
5A 1,19 1,24

1,18+0,05
5B 1,12 1,15

Jak je zfejmé z Tab. 14, hodnoty koncentraci u jednotlivych vzorka ziskané dvéma metodami
(metodou standardniho ptidavku a metodou kalibracni kiivky) obsahuji ve vSech ptipadech jen
nepatrné rozdily. V piipadé€ vzorku 3, série A, dokonce doslo k dokonalé shodé€. Je proto na
misté konstatovat, ze ziskana data touto analytickou metodou duvéryhodné informuji o
mnozstvi residui v lyofilizovanych systémech.

Ze ziskanych dat tak bylo vypocteno mnozstvi ferc-butylalkoholu v jednotlivych vzorcich, a to
bylo nasledné vztazeno na puvodni navazku lyofilizatu. Zastoupeni residualniho ko-
rozpoustédla v podobé hmotnostnich procent je uvedeno v Tab. 16.
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Tab. 16: MnozZstvi residudiniho terc-butylalkoholu vztazené na navazku lyofilizatu.

1 0,2
2 0,1
3 0,1
5 0,2
RT: 1.00-9.00
6.24 NL:
1005 5.24E7
954 m/z=
3 58 50-
903 5950 MS
853 tButOH_19
3 0402
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Obr. 26: Priklad chromatogramu, kde cerna kiivka odpovida vzorku bez pridavku a modra vzorku

s pridavkem.

Pti pohledu na chromatogram jednotlivych vzork neni mozno si nevSimnout na vyrazny pik
s reten¢nim Casem 6,24 min. Knihovna hmotnostnich spekter navrhla dv€ mozné slouceniny,
kterym by tento cas mohl odpovidat. Jednalo se o 2,5-dimethylhexan-2-ol a 3,3-
dimethylbutanamid, pfi¢emz vypoctena podobnost spekter dle knihovny vice odpovidala prvni
zminéné sloucening. Pfi pohledu na obé spektra (viz. Obr. 27) vSak vyrazné piky odpovidaji
spiSe druhé ze sloucenin, kter4 je vSak z pohledu organické chemie nepravdépodobna ve smyslu
reakce rozpoustédla s jinou slouceninou. Prvni na druhou stranu vybizi k uvaze, ze pocet uhlika
odpovida zkondenzovanym dvéma molekulam terc-butylkoholu, avSak v ramci provedené
reSerSe nebyl nalezen mechanismus, kterym by k takovéto kondenzaci mohlo dojit.
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Nepochybné je na misté také uvaha, Ze by se mohlo jednat o slouceninu, ktera je vysledkem
mikrobialni aktivity. Slo by tedy o sloudeninu ziskanou degradaci hyaluronanu, coz by

objastiovalo, proc je, byt v rizném zastoupeni, tato latka pfitomna v chromatogramech vsSech
vzorkl.
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Obr. 27: Hmomostni spektrum 2,5-dimethylhexan-2-olu a 3,3-dimethylbutanamidu s odpovidajicimi vzorci. Modrd cdst hmotnostniho spektra

odpovida spektru terc-butylalkoholu, cervend danym slouceninam.
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6 ZAVER

Tato prace, kterd navazuje na predchozi vyzkumy provedené na chemické fakulté Vysokého
uceni technického (viz. [91], [92], [94]), potvrdila vhodnost vyuziti lyofilizace, metody suseni
mrazem, k ptipravé nosiCovych systému na bazi hyaluronanu, pti¢emz bylo vyuzito amfifilniho
charakteru této slouceniny. Jako ko-rozpoustédlo byl vyuzit ferc-butylalkohol, diky kterému
bylo mozno rozpustit hydrofobni 1é¢iva a napomoci k jejich adsorpci na hyaluronan o stfedni
molekulové hmotnosti 13 kDa v misté nepolarnich domén pomoci hydrofobniho efektu.
Uspé&snost provedeni byla potvrzena pomoci steady-state fluorescenéni spektrometrie, Gasové

rozliSené fluorescencni spektrometrie a infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci
(ATR-FTIR).

Technika steady-state fluorescencni spektrometrie potvrdila, ze po rozpusténi 1éciva ve 20%
terc-butylalkoholu, smichani s hyaluronanem o vysledné koncentraci 0.4 g-dm= a nasledna
lyofilizace prokéazali navazani 1é¢iva na hyaluronan, coz se projevilo zvySenim intenzity
fluorescence a v piipadé vzorku 3 posunem emisniho spektra k vyssim vinovym délkam, coz
odpovida emisi v hydrofobnim prostiedi.

Casové rozligena fluorescence také potvrdila, Ze piiprava nosiovych systému byla usp&sna. Ve
vSech pripadech doslo k ziskani dvou Cast pro vzorky obsahujici rozpusténé lyofilizaty ve vodé,
pti¢emz prvni ¢as odpovidal 1écivu uvolnénému do vody a druhy reprezentujici 1é¢ivo poutané
v matrici. Pravé prvni Cas ve vSech pfipadech odpovidal Casu ziskanému rozpusténim
samotného 1éCiva bez ptitomnosti hyaluronau a procesu lyofilizace. Na tomto misté je také
nutno podotknout, ze z povahy léCiva nebylo mozno ho dokonale rozpustit pro piipravu
referenCnich vzorki. Naproti tomu podpofenim slabych fyzikalnich interakci zvlasteé pak
hydrofobniho efektu mezi vzorkem a danym polysacharidem doslo k rozpusténi daného , drug-
delivery” systému jako celku. Reprezentativnim ukazatelem byl vzorek 3, pro n€jz musel byt
snizen pocet detekovanych fotona pii méfeni samotného l1éCiva ve vodé€, protoze nevykazoval
dostateCné silnou odezvu, aby dosdhl pro ostatni vzorky nastaveného poctu 10 000
akumulovanych fotont. V ptipadé€ méfeni lyofilizatu obsahujiciho tento vzorek vsak jiz méfeni
dosahlo cileného poctu fotond, a bylo tak potvrzeno zaclenéni 1éCiva do struktury trojrozmeérné
struktury polymerniho fetézce. Je vSak nutno konstatovat, ze toto méteni probihalo pfi otevieni
$térbiny na maximalni hodnotu, proto ziskany vysledek je diskutabilni. Usp&snost piipravy
systému tak potvrzuje predevsim vzorek 5, ktery jasné vykazuje rozdilné chovani mezi vzorky
v pfitomnosti hyaluronanu a samotnym lé¢ivem ve vodném prostiedi bez pfitomnosti nosice.

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci na ATR krystalu byla zaméfena na
absorpc¢ni pas odpovidajici C—OH valenc¢nim vibracim primarnich alkohold. Pravé posun tohoto
pasu k vy$sim vlnoCtim (tzv. blue-shift) prokazal projev hydrofobniho efektu, ktery se
projevuje zkracenim vazeb mezi skupinami puvodné aktivné se podilejicich na slabych
vazebnych interakcich s rozpoustédlem typu vodikovych vazeb a samousporadavanim
struktury ve smyslu vyhledavani kontaktu mezi stejnorodymi doménami v ramci amfifilni
povahy hyaluronanu.
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Z vysledku analytické metody uZzité pro stanoveni residui zerc-butylalkoholu, kterou byla head-
space mikroextrakce na pevné fazi, je ziejmé, ze rozpoustédlo zistava po lyofilizaci ve
struktufe pouze ve stopovém mnozstvi, konkrétné v desetinach hmotnostnich procent. Vyuzita
metoda pro stanoveni téchto residui pfinesla uzitecné a dle vypoctenych odchylek také
relevantni vysledky s dobrou opakovatelnosti a je proto vhodnou metodou k analyze zbytka
terc-butylalkoholu coby ko-rozpoustédla pro piipravu nosi¢ovych systému vyuzivajicich toto
rozpoustédlo pro podporeni hydrofobniho efektu. V budoucnosti by se vyzkum dale mohl
zamé&fit na urCeni slouceniny, ktera se projevuje v chromatogramech vsech vzorka a v této praci
se nepodafilo ji charakterizovat.

Vyjimaje vzorku 4, ktery nebylo mozno rozpustit v 20% terc-butylalkoholu, pro v§echny zbylé
vzorky se podafily pfipravit vhodné nosicové systémy zabezpecujici rozpusténi samostatné
hydrofobnich vzorkd. Bylo tedy potvrzeno, ze lyofilizace je vhodnou metodou pro pfipravu
nosi¢ovych systému upravujici chovani realnych 1é¢iv pro distribuci v lidském organismu, i bez
potteby funkcionalizace hyaluronanu. Zaroven byl vytyCen novy cil dalsiho vyzkumu — sice
zaméfit se na hledani vhodného rozpoustédlo, které by zajistilo rozpusténi vzorku 4, dopomohlo
jeho navazani na nosiC tak, aby po lyofilizaci vykazoval stejné vlastnosti, jako zbylé vzorky.
Dale bylo potvrzeno, ze fluorescencni a infracervena spektrometrie jsou vhodné techniky pro
charakterizaci lyofilizovanych nosi¢ovych systému.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka
API
ATP
ATR
FTIR
HA

HAS
HS-SPM
HYA
TBA

UDP

Symbol

Vysvétleni zkratky

farmaceuticky aktivni latka

adenosintrifosfat

zeslabena totalni reflektance

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
kyselina hyaluronova

syntaza kyseliny hyaluronové

head-space mikroextrakce na pevné fazi

hyaluronan

terc-butylalkohol

uridindifosfat

Vysvétleni symbolu
chi-kvadratovy test

valenéni vibrace
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Intenzita fluorescence (CPS)
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Priloha 7: IC spektrum vzorku 2 se zamérenim na absorpcni pds valencni vibrace
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