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ABSTRAKT

Proces lyofilizace uptednostiiuje hydrofobni efekt mezi jednotlivymi fetézci dextranu.
Tento hydrofobni efekt umoznuje hydrofobnim lécivim se usadit a setrvat v ramci
biopolymeru. Dextran mize diky hydrofobnimu efektu slouzit jako nosi¢ pro distribuci
hydrofobnich 1é¢iv. Cilem této diplomové prace bylo pfipravit pomoci programové fizené
lyofilizace nosicovy systém na bazi nativniho dextranu. Hydrofobni 1é¢iva byla modelovana
pomoci fluorescenénich sond pyrenu a prodanu. Uginnost podpory hydrofobniho efektu byla
studovana pomoci infracervené spektrometrie, fluorescenéni spektrometrie a skenovaciho
elektronového mikroskopu. Pomoci ATR-FTIR spektrometrie byl pozorovan posun
absorp¢niho pasu valen¢ni vibrace C-O vazby v OH skupinach v alkoholu. Pomoci
fluorescenéni spektrometrie byl u pyrenu vypocitan emisni polaritni index z 1. a 3. maxima
intenzity fluorescence a u prodanu byl pozorovan posun maxima intenzity fluorescence
K niz§im vinovym délkam. SEM snimky ukazaly, Ze pii procesu lyofilizace struktura dextranu
vytvofila hustou sit’ vlaken, coz naznaCuje pfitomnost mnoha mist s vyS$Sim obsahem
hydrofobnich domén. Témito metodami byly ziskany pozitivni vysledky, které dokazaly
pozitivni vliv lyofilizace na tvorbu hydrofobniho efektu mezi jednotlivymi fetézci
polysacharidu. Vysledky této prace mohou pfispét k vyvoji nosi¢ovych systémi pro hydrofobni
1é¢iva.

KLICOVA SLOVA

nativni dextran, nosicovy systém, hydrofobni efekt, lyofilizace, ATR-FTIR spektrometrie,
fluorescencni spektrometrie, skenovaci elektronova mikroskopie



ABSTRACT

The lyophilization process favors the hydrophobic effect between the individual dextran
chains. This hydrophobic effect allows hydrophobic drugs to settle and remain within
the biopolymer. Due to hydrophobic effect, dextran can serve as a carrier for the distribution
of hydrophobic drugs. The goal of this thesis was to prepare a carrier system based on native
dextran using program-controlled freeze-drying. Hydrophobic drugs were modeled using
the fluorescent probes pyrene and prodane. The effectiveness of promoting the hydrophobic
effect was studied using infrared spectrometry, fluorescence spectrometry and scanning
electron microscopy. Using ATR-FTIR spectrometry, a shift of the absorption band
of thevalence vibration of the C-O bond in OH groups in alcohol was observed. Using
fluorescence spectrometry, the emission polarity index was calculated for pyrene from
the 1st and 3rd maximum fluorescence intensity, and for prodan, a shift of the maximum
fluorescence intensity to lower wavelengths was observed. SEM images showed that during
the lyophilization process, the dextran structure formed a dense network of fibers, indicating
the presence of many sites with a higher content of hydrophobic domains. Positive results were
obtained with these methods, which proved the positive effect of lyophilization
on the formation of a hydrophobic effect between individual polysaccharide chains. The results
may contribute to the development of carrier systems for hydrophobic drugs.

KEYWORDS

native dextran, carrier system, hydrophobic effect, freeze-drying, ATR-FTIR spectrometry,
fluorescence spectrometry, scanning electron microscopy
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1 UVOD

Polysacharidy jsou slozeny z fady monosacharidt, které jsou spojeny glykosidickymi
vazbami. Tyto biopolymery jsou biokompatibilni, biodegradabilni a dobie rozpustné
jak ve vodg, tak v organickych rozpoustédlech. Polysacharidy mohou byt modifikovany a mit
tak velkou vazebnou kapacitu. Polysacharidy jsou latky, které diky svym vlastnostem mohou
byt dobrym nosi¢ovym systémem pro hydrofobni 1é¢iva.

Nosicové systémy na bazi biopolymer-hydrofobni 1é¢ivo mohou byt micely, polymerni
micely a liposomy. VSechny tyto systémy maji hydrofobni a hydrofilni ¢ast, diky kterym
dokaze dovnitt struktury inkorporovat aktivni latku a transportovat ji. Ve vodném roztoku je
hydrofilni povrch orientovan do roztoku a hydrofobni povrch je skryt uvniti domény. Nepolarni
oblasti jsou pak chranény hydrata¢nim obalem [1].

Dextran ma velmi pfiznivé vlastnosti pro to, aby mohl byt pouzivan jako nosi¢ hydrofobnich
lé¢iv. Ma velkou molekulovou hmotnost a je biokompatibilni, biologicky odbouratelny a velmi
stabilni. JiZ v dne$ni dob¢é ma vSestranné vyuziti [2]. Intravendzni roztoky s dextranem jsou
pouzivany jako objemové expandéry a prostiedky parenteralni vyzivy [3]. Derivaty dextranu
jsou Casto pouzivany jako nosice pro cilenou distribuci 1é¢iv, napt. pro chemoterapeutika,
vakciny a 1é¢iva [1], [4]. Dale se z néj vyrabé&ji hydrogely pro hojeni ran anebo se pouziva
v kosmetice, ocnich kapkach, stabilizatorech pro 1é¢iva a perfuznich roztocich pro konzervaci
organt [3].

Cilem této bakalaiské prace bylo pfipravit pomoci lyofilizace systém na bazi nativniho
dextranu jako vhodného nosice 1é¢iv vyuzivajici hydrofobniho efektu mezi polysacharidem
a hydrofobnimi molekuly, které jsou modelovany fluorescenénimi sondami pyrenu a prodanu.
Pomoci lyofilizace bylo odstranéno rozpoustédlo a poté byla ucinnost tohoto procesu
vyhodnocena pouzitim infradervené spektrometrie a skenovaciho elektronového mikroskopu.
Dale byl sledovan vyskyt hydrofobniho efektu, ktery umoziuje umisténi hydrofobniho 1é¢iva
v ramci polysacharidového fetézce, pomoci ustalené fluorescencni spektrometrie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Dextran

Dextran je pfirodni polysacharid skladajici se z dlouhého fetézce glukézovych jednotek
navzajem spojenych pievazné pomoci o-1,6, a-1,3 a a-1,4 glykosidickych vazeb.
V tomto polysacharidu se pfevazné vyskytuje a-1,6 glykosidicka vazba, dalsi vazby zajist'uji
vétveni fetézce (viz Obr. 1). Hydroxylové skupiny pfitomné v dextranu nabizeji mnoho mist
pro derivatizaci, coZz umoziuje navrhovani funkcionalizovanych konjugati s riznymi
molarnimi hmotnostmi, tvary a funkénimi skupinami v fetézci. Dextran se komeréné vyrabi
z média obsahujiciho sachardzu, jako je melasa, nebo také pomoci fermenta¢niho procesu
vyuzivajici bakterie Leuconostoc mesenteroides. Parametry procesu ovliviiuji vytézek a sttedni
molekulovou hmotnost dextranu [2], [3], [5], [6].

Obr. 1: Struktura dextranu [7].

2.1.1 Vlastnosti

Sttedni molekulovd hmotnost frakci dextranu se mulze pohybovat v rozmezi
od 1 000 do 2 000 000 Daltonti. S rostouci molekulovou hmotnosti se fetézec polysacharidu
¢im dal vice vétvi, to ma velky vliv na jeho vlastnosti. Dextran ma velmi ptiznivé vlastnosti,
diky kterym ma vSestranné vyuziti. Je to neutralni polysacharid, a proto je dobie rozpustny
ve vod¢, methylsulfoxidu, formamidu, ethylenglykolu a glycerolu. A naopak je nerozpustny
v niz8ich alifatickych alkoholech, ketonech a esterech, napi. v methanolu, ethanolu, butanolu,
acetonu a ethylacetatu. Dextran je také nerozpustny v chloroformu, ethylenchloridu, pyridinu,
benzenu a diethyletheru. Jeho rozpustnost neovliviiuje ani pH. Je biokompatibilni, biologicky
odbouratelny a velmi stabilni [2], [3], [4].



2.2 Vyuziti

2.2.1 Plazmové expandéry

Dextran ma velmi rozmanitou oblast pouziti. Intravenozni roztoky s dextranem jsou
pouzivany jako objemové expandéry a prostiedky parenteralni vyZzivy. Takovy roztok
poskytuje osmoticky neutralni tekutinu, ktera je v téle travena bunikami na glukozu a volnou
vodu, a tedy nezvysuje kapacitu krve prenaset kyslik, ale pouze nahrazuji jeji objem. Obcas
se pouziva k nahradé ztracené krve v nouzovych situacich, kdy krevni derivat neni k dispozici.
Pouzivaji se také k 16€b¢ dehydratace. Déle je dextran zndmy pro své ucinky snizujici viskozitu
krve a antitrombotické ucinky [3], [4].

2.2.2 Cilena distribuce 1éc¢iv

Dextran je nejcastéji pouzivan ve farmaceutickém primyslu. Dextranovy fetézec ma
amfifilni charakter, a tedy obsahuje jak hydrofilni ¢ast, tak hydrofobni ¢ast. V jeho struktufe
se nachazeji dextranové, resp. sacharidové funkéni hydroxylové (~OH) skupiny, které nabizeji
snadny bod pro chemickou konjugaci s jinymi materidly. Ve vodném roztoku dochazi
Kk usporadani fetézce do podoby kroucené stuhy, ve které je hydrofilni povrch orientovan
do roztoku a hydrofobni povrch je skryt uvnitt domény. Nepolarni oblasti jsou pak chranény
hydrata¢nim obalem. Jako ptiklad l1ze dextran modifikovat hydrofobnimi skupinami za ucelem
vytvofeni amfifili na bazi dextranu. Tyto amfifilni materidly mohou zapouzdfit
chemoterapeutika $patné rozpustna ve vodé prostiednictvim hydrofobniho efektu a sestavit se
do nanonosi¢i. Tento nosi¢ poté zajisStuje transport aktivni latky pfimo do postizené tkané.
Dextran mtize byt nosi¢em pro rizné vakciny a léciva. Pro toto vyuziti se Casto pouzivaji
derivaty dextranu, zejména DEAE-dextran [1], [4], [8].

2.2.2.1 Micely

Polymerni micely jsou nosicové systémy, které funguji na zakladé¢ hydrofobniho efektu.
Velikost jejich castic se pohybuje v rozmezi 5-100 nm. Micely maji vnéjsi hydrofilni ¢ast
a vnitini hydrofobni ¢ast, diky kterym dokaze dovnitf struktury inkorporovat aktivni latku
a transportovat ji. Micely jako nosice 1é¢iv dokézou poskytnout fadu vyhod, dokézou rozpoustét
Spatné rozpustna léCiva, a tim zvysit jejich biologickou dostupnost, mohou zistat v Krvi
dostatecné dlouho a zajistit postupnou akumulaci v pozadované oblasti. Tato odolnost je
mimoradne dilezitou vlastnosti micel jako nosi¢l 1éciv. Jejich velikost jim umoziuje
akumulovat se v oblastech téla s prosakujici vaskulaturou. Mohou byt cileny pfipojenim
specifického ligandu k vnéjsimu povrchu a mohou byt snadno a reprodukovatelné pripraveny
ve velkych mnozstvich. V micelarni formé je 1é¢ivo (pfedevsim Spatné rozpustné 1é¢ivo) dobie
chranéno pfed moznou inaktivaci plisobenim biologického prostiedi a nevyvolava nezadouci
vedlejsi téinky [9].
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2.2.2.2 Pasivni cileni

Dlouho cirkulujici mikro¢astice o relativné malé velikosti (100-200 nm) obsahujici 1é¢ivo
nebo velké makromolekularni agregaty. Tyto mikrocastice se mohou pomalu akumulovat
Vv patologickych mistech s postizenou a déravou vaskulaturou (jako jsou nadory, zanéty
a infarktové oblasti) prostiednictvim efektu zvySené permeability a reten¢niho efektu, znamé
také jako pasivni cileni nebo akumulace prostfednictvim naruSeného filtracniho mechanismu

[9].

2.2.2.3 Aktivni cileni

Aktivniho cileni je obvykle dosazeno konjugaci nanocastice na cilenou oblast, ¢imz
se umozni preferenéni akumulace 1é¢iva v postizené tkani. Tyto nanocastice mohou byt
nasmérovany na sacharidy, receptory a antigeny na povrchu bungk. Castym sacharidem
nadorovych bunék je lektin. Pravé na tento sacharid mize byt cilena nanocastice nesouci 1é¢ivo.
Ma to vSak své nevyhody, interakce mezi sacharidy a lektiny jsou zaméfeny na celé organy,
amohly by tak byt Skodlivé pro normdlni tkané. Dalsi typ cileni je fizeny receptorem
a antigenem. Jedna se o proces, pii kterém extracelularni ¢astice vstupuji do intracelularniho
prostiedi. Obecné je 1éCivo navdzané na polymerni nosi¢ piijato do buiniky prostfednictvim
interakci ligand-receptor. K disociaci 1éku z jeho polymeru muize dojit v extracelularnim
prostoru, na bunéném povrchu nebo v lysozomech lysozomalnimi enzymy, coz vede
K uvolnéni 1é¢iva do cytosolu [10].

Pasivni cileni Aktivni cileni
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Obr. 2: Pasivni a aktivni cileni [11].

2.2.3 Hojeniran

Na hojeni ran a popalenin se pro své vlastnosti Casto pouzivaji hydrogely. Hydrogely jsou
Siroce pouzivany pii 1é€bé ran diky své vynikajici biokompatibilité, zadrzovani vody
a nastavitelnym mechanickym vlastnostem. Hydrogely jsou makromolekuldrni zesitované
biopolymery, které se hojné pouzivaji pii cileném dodavani 1é€iv nebo transportu bunék
a molekul. Hydrogel na bazi dextranu podporuje pozoruhodnou neovaskularizaci a regeneraci
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kiize bez jakychkoli dalSich rastovych faktorti, cytokinli nebo bunck. Hydrogely jsou
také ucinnym nosi¢em pro organové specifické dodavani hydrofobnich 1é¢iv. Dextranovy
hydrogel muze byt také u¢inné pouzit jako antibakterialni slouc¢enina [12], [13], [14].

2.2.4 Dalsi vyuziti

Dextran muze byt také nalezen v kosmetice, o¢nich kapkach, stabilizatorech pro 1é¢iva
a perfuznich roztocich pro konzervaci organi. Muze byt pouzit jako aktivni slozka v o¢nich
kapkach nebo jako nahrada slz diky jeho lubrikaéni povaze [3].

Dextran se hojné pouziva jako pomocna latka pii lyofilizaci. Je znamo, ze molekula dextranu
prospiva strukturalni stabilité lyofilizovanych produkti, stabilité proteinu a obnové enzymové
aktivity po lyofilizaci. Dale 1ze Dextrany pouZit ke kryokonzervaci bunéénych linii, ptipravki
kmenovych bunck a biologickych vzorki, nebo také pro skladovani organti pro transplantaci

3].

2.3 Lyofilizace

Lyofilizace je metoda Siroce pouzivana ve farmaceutickém a biotechnologickém primyslu.
Lyofilizace je proces pouzivany pro suseni a zlepSeni stability riznych farmaceutickych
produkti véetné virti, vakcin, proteind, peptidii nebo koloidnich nosi¢t (liposomd, nanocastic,
nanoemulzi). Lyofiliza¢ni techniky se také pouzivaji ke zlepSeni rychlosti rozpousténi a oralni
biologické dostupnosti 1€kil se $patnou rozpustnosti a vysokou permeabilitou. Metoda snizuje
kontaminaci a zlepSuje kvalitu produktu. Rostouci pocet parenteralnich produktt se ptipravuje
technikami lyofilizace. Pfi tomto zplUsobu se vodny roztok 1éCiva zmrazi a vdzana voda
se asepticky odstrani sublimaci, respektive vakuovym susenim. Roztoky farmaceutickych
praskl ptipravené pro lyofilizaci Casto obsahuji rtizné koncentrace organického rozpoustédla.
Lyofilizace je b&zné pouzivand technika pro vyvoj formulaci malych molekul, proteinil
a vakcin, které jsou nestabilni v médiu nebo jsou termolabilni povahy. Lyofilizace samotného
1é¢iva vsak predstavuje ur€ité problémy pii vyvoji I€kové formy, které 1ze piekonat za¢lenénim
pomocnych latek do formulace [3], [15], [16], [17].

2.3.1 Lyofilizator

Typickd vymrazovaci suSicka ve vyrobnim méfitku sestavd ze suSici komory obsahujici
police s regulovanou teplotou, kterd je spojena s kondenza¢ni komorou pies velky ventil.
V komofte kondenzatoru je umisténa fada desek nebo civek, které 1ze udrzovat pti velmi nizké
teploté (mén€ nez -50 °C). Ke kondenzatorové komoie je zapojeno jedno nebo vice vyveév
Vv sérii pro dosazeni tlakl v rozsahu 4 az 40 Pa v celém systému [16]. Pro ptiklad v této praci je
pouzit novéjsi pristroj SP VirTis AdVantage Pro lyofilizator zobrazeny na Obr. 3.
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Obr. 3: SP VirTis AdVantage Pro Iyofilizator [18].

2.3.2 Proces lyofilizace

Proces ve své podstaté spocCiva v oddéleni kapalné vody z vlhkého pevného produktu
nebo z roztoku ¢i disperze dané koncentrace ve formé pevné faze (ledu) a jejim nasledném
odstranéni vakuovou sublimaci, pfi€emZ ziistanou rozpusténé latky nebo substraty v jejich
bezvodém nebo téméf bezvodém stavu. Hnaci silou pro lyofilizaci je parcialni tlakovy rozdil
vody na sublimujici ledové ploSe a na kondenzatoru [17].

Cyklus se sklada ze Ctyt odlisSnych fazi, které se vSak mohou ¢éastecné piekryvat:

1. Roztok obsahujici suseny produkt se zmrazi na chlazenych policich. Béhem
tohoto procesu se kapalny roztok nebo suspenze ochladi natolik, Ze dojde ke krystalizaci
vody a vytvofeni ledu. Jak proces zmrazovani pokracuje, stale vice vody obsazené
v kapaliné zamrzd. To ma za nasledek zvySeni koncentrace zbyvajici kapaliny.
Jak se roztok nebo suspenze stava koncentrovangjsi, jeji viskozita se zvySuje,
coz vyvolava inhibici dalsi krystalizace. Tato vysoce koncentrovana a viskozni kapalina
tuhne a poskytuje amorfni, krystalickou nebo kombinovanou amorfné-krystalickou fazi
[16], [17].

2. Primarni suSeni: Stupeit primarniho suseni zahrnuje sublimaci ledu
ze zmrazeného produktu. V tomto procesu se teplo ptenasi z police do zmrazeného
roztoku ptes tac a lyofilizacni baitkku. Led sublimuje a vytvofena vodni péara prochazi
vysuSenou ¢asti produktu do povrchu vzorku. Vodni para je pfenesena z povrchu
produktu ptes komoru do kondenzatoru, kde kondenzuje [16], [17].

3. Sekundarni suSeni zahrnuje odstranéni absorbované vody z produktu zvySenim
teploty polic. Jedna se o pevné vazanou vodu (krystalicka a semi-krystalicka
subpopulace molekularni vody), ktera se béhem zmrazovani neoddélila jako led
a nesublimovala [16], [17].

4. Kondenzator se zahieje, aby se rozpustil a odstranil nasbirany led [17].
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2.3.3 Organicka rozpoustédla

Rozpoustédla mohou byt pfidana ke sniZeni rychlosti degradace aktivniho materialu ve vodé
béhem zpracovani. Pfitomnost organickych rozpoustédel ovliviluje vlastnosti zmrazovani
produktii chlazenych konven¢nimi technikami. Rozpoustédla zadrzuji rizna mnozstvi vody
aruzné koncentrace rozpusténého 1é€iva. Mnozstvi zadrzené vody se miize liSit v zavislosti
na hydrofilnich vlastnostech rozpoustédla. Piitomnost rozpoustédel ovlivituje rychlost suseni,
volbu konstrukce zafizeni, vyrobni kapacitu a kvalitu produktu. Piiklady rozpoustédel
vhodnych pro lyofilizaci: terc-butylalkohol, ethanol, n-propanol, n-butanol, isopropylalkohol,
ethylacetat, dimethylkarbonat, acetonitrit, dichlormethan a methylethylketon [15], [19].

2.3.4 Zpisoby zamraZeni vzorku

Spravna teplota, na kterou musi byt roztok ochlazen, je mirné pod teplotou skelného
piechodu. Piimo lze proces lyofilizace fidit pouze tfemi parametry: teploty kondenzatoru
a police, tlak v komote a ¢as jednotlivych kroka suseni [16], [17].

2.4 Fluorescence

Luminiscence je emise ultrafialovych, viditelnych nebo infracervenych fotont z elektronicky
excitovanych stavi. Fluorescence a fosforescence jsou zvlastni piipady luminiscence.
Fluorescence je emise fotonii, ke které dochdzi béhem nanosekund po absorpci svétla,
které ma typicky kratsi vinovou délku. Nejprve dochazi k excitaci, ktera je zplisobena absorpci
fotonu. Tato absorpce piivadi absorbujici latky do elektronové excitovaného stavu. Poté
dochazi k emisi fotonli doprovazejici deexcitaci, ta se pak nazyva fotoluminiscence
(fluorescence, fosforescence nebo zpozdéna fluorescence). Emisni rychlosti fluorescence
obvykle dosahuji hodnot kolem 108 s, coz znamend, Ze typickd doba Zivota fluorescence
se pohybuje kolem 10 ns. Emisni spektra se vyrazné¢ odliSuji a jsou zavisla na chemické
struktute fluoroforu a rozpoustédla, ve kterém je rozpustén. Rozdil mezi excitaéni a emitovanou
vinovou délkou je znamy jako Stokestv posun. Podle Stokesova pravidla by vinova délka
fluorescencni emise méla byt vzdy vyssi nez absorpce. Ve vétSin€ piipadit vSak absorpéni
spektrum ¢astecné prekryva fluorescencni spektrum, tj. ¢ast svétla je emitovana na kratSich
vinovych délkach neZ absorbované svétlo. Takové pozorovani se zda byt na prvni pohled
V rozporu s principem zachovani energie. Takovy energeticky defekt je vSak kompenzovan tim,
ze pii pokojové teploté je maly zlomek molekul na vibraéni trovni vys$$i nez na arovni 0
(distribuce mezi trovnémi energie spliiujicimi Boltzmanniv zakon) v zakladnim stavu
I V excitovaném stavu. Pii nizké teploté by tato odchylka od Stokesova zakona méla zmizet.
Fluorescence se typicky vyskytuje u aromatickych molekul. Jednim S$iroce pouzivanym
fluoroforem je chinin, ktery je pfitomen v tonické vodé. Dalsi zndmé fluorofory jsou naptiklad
fluorescein, rhodamin, antracen a perylen. Spektra n¢kterych slouc¢enin napt. perylenu, vykazuji
vyznamnou strukturu diky individudlnim vibracnim energetickym hladindm zakladniho
a excitovaného stavu. Jiné slouceniny, jako je chinin, vykazuji spektra bez vibra¢ni struktury.
Dulezitou vlastnosti fluorescence je vysoka citlivost detekce [20], [21].

Analytické techniky zalozené na fluorescenc¢ni detekci jsou velmi oblibené pro svou vysokou
citlivost a selektivitu spolu s vyhodami prostorového a ¢asového rozliSeni a moznosti ddlkového
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snimani pomoci optickych vlaken. Kdyz je analyt fluorescencni, je mozna piiméa fluorometricka
detekce pomoci spektrofluorometru pracujiciho pii vhodnych excitacnich a pozorovacich
vlnovych délkach. Byla popséna tada oblasti pouziti: analyza latek znecistujicich ovzdusi
a vodu, monitorovani pramyslovych procesi, monitorovani klinicky vyznamnych druhi
a kriminologie [20].

2.4.1 Jablonského diagram

Procesy, ke kterym dochdzi mezi absorpci a emisi svétla, jsou obvykle znazornény
Jablonského diagramem. Jablonského diagramy se ¢asto pouzivaji jako vychozi bod pro diskusi
0 absorpci a emisi svétla.

Sz A1
i Vnitini
1 konverze
S =2 _: A Pfechod mezi
. X | i Systémy
3 T
Absorpce 1
Fluorescence
Fosforescence
2 v
So G
o 3 v

Obr. 4: Jablonského diagram [20]

V tomto diagramu jsou uzemnéni singletu, prvni a druhy elektronicky stav znazornény
pomoci So, S1 a S2. Na kazdé z téchto trovni elektronové energie mohou fluorofory existovat
Vv fad€ vibra¢nich energetickych urovni znazornénych ¢islem 0, 1, 2. Pfechody mezi stavy jsou
znazornény jako svislé ¢ary pro ilustraci okamzité povahy absorpce svétla. K absorpci a emisi
dochazi vétSinou z molekul s nejniz§i vibraéni energii. VétSi energeticky rozdil
mezi excitovanymi stavy So a S1 je pfilis velky pro tepelnou populaci Si. Z tohoto divodu
pouzivame k indukeci fluorescence svétlo a ne teplo. Po absorpci svétla obvykle probiha nékolik
déju. Fluorofor je obvykle excitovan na vyssi vibra¢ni Groven bud’ Si1 nebo Sz. Z duvodu
nestability fluoroforu v téchto urovnich se molekuly v kondenzovanych fazich rychle uvoliuji
na nejniz$i vibracni troven Si. Tento nezafivy proces se nazyva vnitini konverze. Fluorescencni
emise je obecné navrat z tepelné ekvilibrovaného excitovaného stavu, tj. vibra¢niho stavu S1
S nejnizsi energii na vyssi excitovanou vibracni hladinu zdkladniho stavu. Konverze z irovné
S1 na Ti se nazyva mezisystémové kiizeni. Emise z tripletového stavu T1 do singletového stavu
So se nazyva fosforescence a je obecné posunuta k delsim vinovym délkam (niz$i energie)
vzhledem k fluorescenci. Pfechod z Ti do zékladniho stavu singletu je vSak zakazéan
a v dasledku toho jsou rychlostni konstanty pro tripletovou emisi o nékolik f4di mensi

nez pro fluorescenci [20], [21].
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2.4.2 Fluorescenéni sondy

V dutsledku silného vlivu okolniho prostfedi na fluorescenéni emisi se v soucasnosti
fluorescencni molekuly pouzivaji jako sondy pro vyzkum fyzikalné-chemickych,
biochemickych a biologickych systému. Fluorescenéni sondy mohou nabidnout velké mnozstvi
informaci v riznych oblastech. Fluorescencni sondy lze rozdélit do tii tfid: vnitini (vlastni)
sondy, vné¢jsi kovalentné vazané sondy a vnéjsi asociacni sondy. Idealni jsou vnitini sondy,
ale existuje jen nékolik prikladi (napf. tryptofan v proteinech). Vyhodou kovalentné vazanych
sond oproti vnéj$im asocia¢nim sondam je to, Ze je znama jejich poloha. Existuji rizné piiklady
sond kovalentn¢ pfipojenych k surfaktantim, polymernim fetézctim, fosfolipidiim, proteinim,
polynukleotidim. Nejznaméjsi je anthroyloxystearova kyselina (derivat kyseliny stearové)
s anthracenovou skupinou, kterd umoziiuje sondovani micelarnich systéml nebo dvojvrstev
v riznych hloubkach. Vyse uvedené ptiklady ukazuji, ze velmi dalezitym kritériem pii vybéru
sondy je jeji citlivost n konkrétni vlastnost mikroprosttedi, ve kterém se nachazi,
jako napriklad polarita, kyselost atd. Na druhou stranu je v nékterych piipadech vyhodnéjsi
necitlivost k chemické povaze prostiedi, napiiklad pii fluorescenéni polarizaci
nebo experimentech s pfenosem energie [20], [21].

24.2.1 Pyren

Pyren je kondenzovany aromaticky uhlovodik, ktery je vysoce hydrofobni a citlivy
na polaritu okolniho prostfedi. Je malo rozpustny ve vodé, a tedy fluoreskuje i z vodného
prostiedi. Pyren je dobfe znama fluorescencni sonda pro hodnoceni polarity riznych médii
na zakladé poméru intenzit vibronickych past nebo na zakladé fluorescence. Pomér intenzit
vibronickych past klesa v méné polarnim médiu. A ¢im vétsi je pokles fluorescence
ze singletového elektronové excitované¢ho stavu, tim méné polarni je prostiedi,
ve kterém se pyren nachazi [22], [23].

2.4.2.2 Prodan

Prodan se Siroce pouziva ke stanoveni fyzikalnich vlastnosti fosfolipidovych membran.
Prodan je velmi citlivy na specifické 1 nespecifické vlastnosti mikroprostfedi. Pfi méteni
pomoci fluorescence dochédzi k vyraznému posunu emisniho padsma smérem ke vy$$im vinovym
délkam pii zvyseni polarity a schopnosti donoru vodiku média [24].

2.4.3 Steady-state

Fluorescencni meéfeni lze obecné rozdélit do dvou typli méfeni: v ustidleném stavu
(steady-state) a Casové rozlisené (time resolved). Nejbéznéjsim typem méfeni v ustaleném stavu
jsou méfeni provadénd s konstantnim osvétlenim a pozorovanim. Vzorek se osvétli spojitym
paprskem svétla a zaznamena se spektrum intenzity fluorescence nebo emise. U casové
rozliSené fluorescen¢ni spektrometrie se navic sleduje zivotnost excitovanych stavli vzorku.
Navzdory slozitosti je ¢asové rozliSena fluorescence Siroce pouzivana kvili vétSimu mnozstvi
informaci dostupnych z dat ve srovnani s méfenimi v ustaleném stavu [20].
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2.4.4 Anizotropie

Méfeni anizotropie se tyka polarizace svétla emitovaného z fluoroforu a poskytuje informace
0 velikosti a tvaru proteinti nebo rigidité riznych molekulérnich prostfedi. Fluorofory absorbuji
svétlo v ur¢itém sméru vzhledem k molekularnim osdm. Anizotropii uruje rozsah,
ve kterém se fluorofor otac¢i béhem zivotnosti excitovaného stavu. Méfeni anizotropie je
tedy zalozeno na principu fotoselektivni excitace fluorofori polarizovanym svétlem.
Fluorofory piednostné absorbuji fotony, jejichZ elektrické vektory jsou uspotadany paralelné
s prechodovym momentem fluoroforu. Pfi excitaci polarizovanym svétlem se selektivné
excituji ty molekuly fluoroforu, jejichz absorpcni ptfechodovy dipdl je rovnobézny
s elektrickym vektorem excitace. Emise také nastava se svétlem polarizovanym podél pevné
osy ve fluoroforu. Relativni thel mezi témito momenty uruje maximalni namétfenou
anizotropii [20], [21].

2.5 Soucasny stav FeSené problematiky

Problematika lyofilizace ve spojeni s nosiCovymi systémy 1é¢iv je v soucasnosti velmi
rozmanita a jeji charakter mize byt rtizny v zavislosti na konkrétnim typu nosice a 1é¢ivé latky.
V poslednich letech se védci aktivné zabyvaji vyvojem novych metod a technologii s cilem
vylepsit vlastnosti lyofilizovanych nosi¢ovych systémi 1é¢iv, napiiklad biologickou aktivitu,
stabilitu, anebo degradaci béhem procesu lyofilizace.

V ramci této problematiky jsou zkoumany nové typy nosicl, optimalizace sloZeni
lyofiliza¢nich roztoki, pouziti riznych aditiv a stabilizatort, vyuziti novych metod vysouseni
a dalsich technik. Také je snaha vyvinout metody pro charakterizaci nosict a sledovani zmén
béhem lyofilizace, coZ je diilezité pro kontrolu kvality a stability vysledného produktu.

V publikaci od Phuong H. L. Tran a kol. [25] je diskutovano za¢lenéni riznych formulaci
do lyofilizovanych tablet. Dale je popsano vyuziti pomocnych latek, optimalizace podminek
lyofilizace, rekonstituce formulaci a struktury tablet za i¢elem zlepSeni vykonu lyofilizovanych
tablet. Byly navrzeny a diskutovany riizné strategie pro vyrobu lyofilizovanych tablet
s odlisnymi strukturami pro fizené uvolfiovani 1éciva. Pouziti omezenych charakterizacnich
metod muze poskytnout piileZitosti pro hodnoceni fyzikalné-chemickych vlastnosti
lyofilizovanych tablet. Tato diskuse s potencidlnimi ptistupy ptredstavuje piinos pro dalsi vyvoj
lyofilizovanych tablet obsahujicich 1é¢iva ve farmaceutickém primyslu.

Clanek od autorti Michalicova a kol. [26] popisuje metodu lyofilizace, ktera umoziiuje
rozpousténi hydrofobnich molekul ve vodnych roztocich nativniho hyaluronanu. Metoda je
zaloZzena na naruSenim hydrataéniho obalu, které zpfistupni domné¢lé hydrofobni oblasti
na molekule hyaluronanu. Hydrofobni molekuly byly modelovany pomoci fluorescenénich
sond. Tyto sondy signalizovaly interakce s hydrofobnimi oblastmi. Vysledkem bylo potvrzeni
ucinnosti metody lyofilizace prostfednictvim inkorporace hydrofobni fluorescenc¢ni sondy
do struktury hyaluronanu. Tato prace predstavuje pocatecni krok ve vyvoji biokompatibilnich
a biodegradabilnich nosict pro hydrofobni 1é¢iva.

V praci od Kimberley Elbrink a kol. [27] byl hodnocen vliv typu kryoprotektantu a parametra
procesu lyofilizace za ti€elem stanoveni optimalniho lyofilizacniho procesu pro pevné lipidové
nanocastice s obsahem celekoxibu. Rizné kryoprotektivni latky byly testovany v rtiznych
hmotnostnich pomérech s lipidem. Tato prace optimalizuje proces lyofilizace prostfednictvim
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experimentalnich navrhi pro pfesné¢ definovani podminek procesu. Pii optimalizaci byly
pouzity biopolymery trehal6za, maltéza a sachar6za. Optimalni lyofilizované pevné lipidové
nanocastice byly podrobeny 6meésicni studii stability. Pozitivni vysledek byl u nanocastic
s trehalozou jako kryoprotektantem a skladovanim pii 4 °C. Déale bylo zjisténo, Ze udaje
0 in vitro uvolinovani vykazuji vyrazn¢ odlisny profil pfed a po optimalizaci procesu lyofilizace,
coz naznacuje, Zze optimalizace procesu lyofilizace ma vliv na kvalitu lyofilizovaného produktu.
Tyto podminky poskytly pfijatelny nezhrouceny lyofilizovany kola¢ s dobrou
redispergovatelnosti, minimalnimi zménami ve fyzikalné-chemickych vlastnostech
a dlouhodobou stabilitou.

Dalsi ¢lanek od Séverine Vessot a Julien Andrieu [28] se zabyva nevodnymi pomocnymi
organickymi rozpoustédly, kterd jsou stdle vice prakticky pouzivana pii lyofilizaci 1éCiv
a farmaceutickych produkt. Tyto pomocna rozpoustédla jsou pfedmétem zajmu pro vysoké
teploty tuhnuti, velké zvySeni rychlosti sublimace, zvySeni stability lyofilizovanych produkta,
nizké entalpie sublimace, vysoké hodnoty rovnovazného tlaku pary/pevné latky a nizkou
toxicitu. Studovanym pomocnym rozpoustédlem byl terc-butylalkohol. Byly pfezkoumany
termodynamické vlastnosti systému voda + TBA. Tento systém mél velmi pozitivni vysledky.
Bylo prokazano, ze optimalni cykly lyofilizace jsou stanoveny s ohledem na proménné slozeni,
zejména obsah terc-butanolu, a proménnych procesu lyofilizace. Tim se maximalizuji rychlosti
suSeni a minimalizuji hladiny zbytkového rozpoustédla, pfi¢emz jsou zachovany hlavni atributy
kvality lyofilizovaného prasku.

Studie od Eknath Kole a kol. [29] se zaméfuje na feSeni plicnich onemocnéni
pomoci nanoterapeutik. V této praci byly pfezkoumany nekteré standardni metody pouzivané
k vyvoji nanoterapeutik pro inhalaci. Nanomedicina mize dodavat 1éky piimo do plicni tkané
prostfednictvim aerosolu nebo suchého prasku pro inhalaci, aby se zaméfila na hluboké
ukladani v plicich a naslednou terapeutickou tc€innost. Technologicky pokrok v inhalaénich
zatizenich zlepsil UCinnost mechanismi podavani 1€kt na bazi plic. Tento piehled
také vyjmenoval hodnoceni plicnich systémt dodavani 1€k, tj. modelt in vitro, ex vivo, in vivo
nebo in silico, které v poslednich letech zaznamenaly vyznamny pokrok.

Celkové lze tict, ze v oblasti lyofilizace nosi¢ovych systému 1é¢iv se stale vyrazné rozvijeji
nové technologie, které si kladou za cil zlepsit stabilitu a G¢innost susenych produktu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Nativni dextran ziskany z bakterie Leuconostoc mesenteroides, stfedni molekulova
hmotnost 60—76 kDa, CAS: 9004-54-0, vyrobce Sigma Aldrich (USA);

e Deionizovana voda; Ptistroj PureLab Flex;

e Terc-butylalkohol (bezvody >99,5 %), CAS: 75-65-0, vyrobce Penta (CR);

e Pyren, CAS: 129-00-0, vyrobce Sigma Aldrich (Svicarsko);

e N,N-Dimetyl-6-propionyl-2-naftylamin (prodan), CAS: 70504-01-7, vyrobce Sigma
Aldrich (CR).

3.2 Pouzité pristroje, programy a pomucky

e Parafilm® M, vyrobce Bemis® (USA);

e PureLab® Classic, deionizovana voda, vyrobce ELGA LabWater (UK);

e Analyticka vaha Denver, dilek 0,001 g, vyrobce Denver Instrument (Némecko);

e Termogravimetricky analyzator Q5000 (TA Instruments, New Castle, Delaware, USA);

e Program TA univerzal analysis pro vyhodnoceni TGA,;

e Michacka magnetickd Cimarec i Poly, vyrobce Thermo Scientific;

e Chromatograf SEC-MALS-dRI; 0.6 ml/min 0.1 M fosfatovy pifr (pH = 7), objem
nasttiku 25 a 50 ml, kolona: PL aquagel-OH MIXED-M 8um 300 x 7.5 mm, filtrovano
ptes 0.45 mm stiikackovy filtr (membrana — nylon);

e SP VirTis AdVantage Pro Lyofilizator s Intellitronics™ kontrolorem, vyrobce SP
Scientific (USA);

e Thermo Scientific™ Nicolet™ iS ™ 50 FTIR Spektrometr, vyrobce ThermoFisher
Scientific (USA);

e Thermo Scientific iS50 Raman Modul, vyrobce ThermoFisher Scientific (USA);

e Program OMNIC 9, vyhodnocovani spekter z FTIR a RAMAN spektrometru;

e FS5 Fluorescencni spektrometr; vyrobce Edinburgh Instruments (UK);

e Software Fluoracle®, vyhodnocovani méieni z fluorescenc¢niho spektrometru;

e Quorum/Polaron SC7640 Auto/Manual High Resolution Sputter Coater, vyrobce Quorum
Technologies (UK);

e Skenovaci elektronovy mikroskop SEM ZEISS EVO® LS10, vyrobce CARL ZEISS AG
(Némecko);

e Zobrazovani SEM: Software ZEISS SmartSem, program SmartSEM User Interface;

e Software Microsoft Office Excel 2016, zpracovani dat;

e Program Origin 2019b 64Bit.
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3.3 Priprava vzorki

V nasledujicich kapitolach jsou popsany zpusoby piipravy vzorkd pro lyofilizaci
a pro jednotlivda méteni. Navazky byly vazeny na analytickych vahach a ptiprava roztoka
probihala pfi laboratorni teploté.

3.3.1 Postup pripravy zasobnich roztoki

Pfed pfipravou zasobnich vzorkd byla lahev s koncentrovanym terc-butylalkoholem
ponofena do teplé vody, z divodu jeho vlastnosti krystalizovat pii 25,5 °C. Poté bylo
ptipraveno 450 ml 20% roztoku TBA Vv deionizované vod¢. Dale byly piipraveny zasobni
roztoky sond o koncentraci 2:10*M do 100 ml odmérnych bangk, kde rozpoustédlo byl
koncentrovany TBA. Také byl pfipraven zasobni roztok dextranu o koncentraci 1 g-dm=
v 150 ml 20 % TBA. Timto zptusobem byl zasobni roztok dextranu piipraven tiikrat. Veskeré
roztoky se ponechaly den michat na magnetické michacce.

3.3.2 Priprava vzorku pro méreni molekulové hmotnosti dextranu pomoci vylucovaci
chromatografie s viceihlovym statickym rozptylem svétla

Pro méfeni bylo potieba pfipravit roztok nativniho dextranu 0 koncentraci 4 mg-cm™
ve fosfatovém pufru. Do odmérné baiiky o objemu 10 cm® bylo navadZeno 40 mg nativniho
dextranu. Poté byla baiika doplnéna po rysku fosfatovym pufrem o koncentraci 0,1 M a pH=7.

3.3.3 Priprava vzorki pro lyofilizaci

Vzorky pro lyofilizaci byly piipraveny tak, aby koncentrace fluorescen¢nich sond
ve vysledném vzorku byla 1-10° M. Do dvou banék se 150 ml zasobniho roztoku dextranu bylo
jednotlive napipetovano 750 pl fluorescencnich sond pyrenu a prodanu. Tieti zasobni roztok je
pouzivan jako slepy vzorek, neobsahuje tedy zadnou sondu. Poté se kazdy ze tii roztokt rozd¢lil
do tii lyofilizacnich banék po 50 ml. Finalni vzorky byly piekryty parafilmem a nechaly se den
michat na magnetické michacce.

3.3.4 Priprava vzorki pro méfeni na fluorescenénim spektrometru

Pied pfipravou vzorkli byla mald cast lyofilizovanych vzorkii odebrana pro méfeni
na skenovacim elektronovém mikroskopu (SEM). Lyofilizované vzorky byly poté rozpustény
v kadinkach s 50 cm® deionizované vody. Do dvou kadinek s rozpusténym slepym vzorkem
bylo piidano 250 pl zasobniho roztoku fluorescenéni sondy, aby se koncentrace sondy nelisila
od ostatnich lyofilizovanych vzorki. Déle byly pfipraveny vzorky, které obsahovaly pouze
fluorescenéni sondu a deionizovanou vodu, a to tak, ze do kadinek s 50 cm? deionizované vody
bylo napipetovano 250 pl fluorescenéni sondy. Rozpusténé vzorky se piekryly parafilmem
a nechaly se 4 dny michat na magnetické michacce.
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3.4 Postup méreni

Nejprve bylo potfeba zméftit presnou molekulovou hmotnost zakoupeného dextranu pomoci
vylucovaci chromatografie (SEC-MALS) z divodu rozmezi molekulové hmotnosti 60—76 kDa
udavané vyrobcem dextranu SigmaAldrich.

Ptipravené vzorky byly lyofilizovany, a poté probihala veskera méieni pro zjisténi i€¢innosti
procesu suseni mrazem. Byla provedena ATR-FTIR spektrometrie, Ramanova spektrometrie,
fluorescencni spektrometrie a skenovaci elektronova mikroskopie.

3.4.1 Zméreni molekulové hmotnosti dextranu pomoci vylucovaci chromatografie
s viceihlovym statickym rozptylem svétla

Pro zméfeni molekulové hmotnosti dextranu byl pouzit ptistroj SEC-MALS-dRI. Princip
metody spoéiva v oddélovani makromolekularnich sloucenin na zakladé velikosti (SEC).
Pii prichodu kolonou se vyuziva detekce refraktivniho indexu (dRI) pro ziskéani informaci
0 zménach v indexu lomu vzorku. Po oddé€leni se makromolekularni slouceniny ptivadéji
do optického detektoru, ktery vyuziva vicethlovy staticky rozptyl svétla (MALS) k méfeni
jejich molekularni hmotnosti. MALS funguje tak, Ze svételny paprsek prochédzi roztokem
makromolekul a interaguje s nimi. Tyto interakce zpusobuji rozptyleni svétla, které je poté
detekovano v rbaznych uhlech. Na zakladé¢ toho Ize vypocitat molarni hmotnost
makromolekularnich slouc¢enin v roztoku [30].

Méfeni bylo provedeno pii dvou objemech nastiiku: 25 ul a 50 pl. VVzorek byl prefiltrovan
pies 0,45 mikronovy stfikackovy vzorek (membrana — nylon). Méteni bylo pro oba objemy
opakovano dvakrat.

3.4.2 Nastaveni lyofilizatoru

Pro odstranéni rozpoustédla ze vzorkdl byl pouzit proces lyofilizace pomoci pfistroje
SP VirTis AdVantage Pro Lyofilizator s Intellitronic kontrolorem. Parafilm na pfipravenych
vzorkach byl n€kolikrat propichnut a poté byly vzorky vlozeny na policku uvnitt lyofilizatoru.
Nastaveni lyofilizatoru se odkazuje na postup pilotni prace Michalicova a kol. z roku 2017 [26].
Tento postup byl modifikovan a byly nastaveny parametry sepsané v Tab. 1 a Tab. 2.

Tab. 1: Nastavené parametry procesu lyofilizace. T predstavuje teplotu uvniti lyofilizdatoru. Rampa
predstavuje dobu potrebnou k dosazeni dané teploty. Doba setrvani predstavuje dobu, kdy se udrzuje

dana teplota.

Krok TI[°C] Rampa[min] Dob?rsiertﬁvéni Krok T[°C] Rampa[min] Dob?rsier:;véni
1 60 30 6 -15 30 300
2 15 30 7 — — _
3 -5 30 15 8 — — _
4 10 30 60 9 _ _ -
5 -12 30 180 10 — — _
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Tab. 2: Nastavené parametry procesu lyofilizace. T predstavuje teplotu uvniti lyofilizdtoru. Rampa
predstavuje dobu potiebnou k dosazeni dané teploty. Doba setrvani predstavuje dobu, kdy se udrzuje

dana teplota. Vakuum predstavuje tlak v lyofilizatoru v dany cas

Rampa Doba Vakuum Rampa Doba Vakuum
Krok TI[°C] P& etrvani Krok T[°C] P2 etrvani
[min] . [mTorr] [min] . [mTorr]
[min] [min]
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

Po lyofilizaci byly vzorky do méfeni ponechany ve vialkach v exsikatoru naplnéného predem
vysuSenym silikagelem, aby neabsorbovaly vzdusnou vlhkost.

Obr. 5: Vzorky po Iyofilizaci uloZené ve vialkdch.

3.4.3 Meéreni vlhkosti vzorkii pomoci termogravimetrické analyzy

Malé mnozstvi lyofilizovanych vzorkii a nelyofilizovaného dextranu bylo nasypano
do platinového nosi¢e vzorku. Lyofilizované vzorky byly zahifivany do 600 °C s teplotnim
krokem 10 °C. Ptistroj zaznamenaval pokles hmotnosti do konstantni hodnoty. Zméfeny pokles
odpovida vlhkosti obsazené ve vzorku. Proces byl u kazdého vzorku opakovan 3krat.

3.4.4 Meéfeni na ATR-FTIR a RAMAN spektrometru

ATR-FTIR je infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci a rezimem utlumené
celkové odrazivosti. Je to nedestruktivni vibra¢ni spektroskopicka technika, ktera funguje tak,
ze analyzuje rota¢né-vibracni energetické stavy v zavislosti na zménach dipélového momentu
molekuly, ke kterym dochazi pfi kontaktu infracerveného paprsku se vzorkem. Infracerveny
paprsek je nasmérovan na opticky husty krystal s vysokym indexem lomu pod ur¢itym thlem
[31].
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Na ATR-FTIR spektrometru byly zméfeny pfipravené vzorky a nelyofilizovany dextran.
Mg¢fteni probihalo pii laboratorni teploté. V programu OMNIC byly nastaveny parametry
méfeni: Vinocet 4 000400 cm™ s rozlisenim 8 cm™ a poétem akumulovanych skentt 64.
ATR krystal byl o¢iStén pomoci buni¢iny a ethanolu. Jako pozadi byla zaznamenédna vzdusna
atmosféra v laboratofi. Poté bylo na krystal naneseno malé¢ mnozstvi vzorku. Vzorek byl
pfitlaen na krystal pomoci pfitlaéného zatizeni, a bylo spusténo méteni. Po skonceni méteni
byl krystal znovu o¢istén buni¢inou a ethanolem. Naméfena data v programu OMNIC byla
ulozena a exportovana do programu MS Excel. Naméfena spektra byla pozdéji upravena.

Dale bylo dopliikové provedeno méteni pomoci Ramanovy spektrometrie, resp. Ramanova
modulu Nicolet. Ramanovo spektrum je citlivé na vibrace, kde se méni polarizovatelnost
(nepolarni motivy, alifatické skupiny, vazba C-C atd). V programu OMNIC byly nastaveny
parametry méfeni: VInoget 4 000-400 cm™ s rozlisenim 8 cm™ a poétem akumulovanych
skenti 512. Vykon laseru byl nastaven na 0,35 W. Do nastavce bylo vtla¢eno malé mnozstvi
vzorku, ten byl poté vloZzen do piistroje. Zaviela se dviika a spustil se laser. Po skon¢eni métfeni
byl vzorek z nastavce vytlacen, a poté byl vlozen dalsi vzorek. Naméfena data v programu
OMNIC byla ulozena a exportovana do programu MS Excel. Namétena spektra byla pozdéji
upravena.

3.4.5 Meéreni na fluorescencnim spektrometru

Béhem fluorescencniho procesu molekula absorbujici svétlo vstoupi do excitovaného stavu,
pfi kterém se elektronovy obal molekuly pfesune do vyssiho energetického stavu. Tento stav je
nestabilni a molekula se brzy vrati zpét do svého plivodniho stavu, pfic¢emz uvoliuje energii
V podobé svétla s delsi vinovou délkou. Fluorescencni spektrometr vystavuje zkoumany vzorek
zateni o riznych vinovych délkéach a nasledné zaznamenava intenzitu fluorescencniho zateni
emitované vzorkem.

Na méfteni byly pouZity lyofilizované a poté rozpusténé vzorky, slepé vzorky s pfidanymi
sondami po lyofilizaci a deionizovana voda s rozpusténymi sondami. Vzorky byly nality
do kiemenné kyvety a v softwaru Fluoracle byly nastaveny parametry méteni pro pyren: Emisni
spektrum 361-530 nm s excitaci pti 335nm, excita¢ni sken 310-360 nm a emisni
monochromator 392 nm. Pro prodan: Emisni spektrum 370-600 nm s excitaci pii 360 nm,
excita¢ni sken 310-360 nm a emisni monochromator 392 nm, a bylo spusténo méteni. Poté byla
kfemenna kyveta vymyta mydlovou vodou a ethanolem a byl do ni nalit dalsi vzorek.

3.4.6 Meéreni na skenovacim elektronovém mikroskopu

Elektronovy mikroskop vyzafuje na vzorek proud elektronti. Tento proud elektronli
umoznuje mnohondsobné vétsi zvétSeni nez u optickych mikroskopti. Elektronovy paprsek
se odrazi od vzorku ve formé sekundarnich elektront, které zachyti pozitivné nabyty detektor
s Faradayovou pasti.

Pro méfeni na SEM byly pouzity lyofilizované vzorky a zakoupeny nelyofilizovany dextran.
Na kovovy stojan s uhlikovou paskou bylo naneseno malé mnozstvi vzorku. Stojany se vzorky
byly nejdiive vlozeny do naprasovacky znacky Quorum/Polaron SC7640, aby byly vzorky
pokovany zlatem. Po pokovani byly vzorky vlozeny do elektronového mikroskopu. Snimky
byly zaznamendvany pii zvétSeni 1 000x a 5 000x a byly zpracovany v programu SmartSEM.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vysledna molekulova hmotnost dextranu

V Tab. 3 se nachazeji zméfené hodnoty molekulové hmotnosti dextranu pii objemech
nastiiku 25 pl a 50 pl.

Tab. 3: Zadané parametry méreni a namerené hodnoty molekulové hmotnosti pomoci vylucovaci
chromatografie.

objem nastiiku [pl] ¢islo méreni koncentrace vzorku [mg-ml?] Mw [kDa]
1 4 7
o5 3,30
2 4 74,59
1 4 73,39
50 ’
2 4 74,27

Zmgéiena hodnota molekulové hmotnosti nelyofilizovaného dextranu byla zpriimérovana
na hodnotu 73,89 kDa s primérnou odchylkou 0,64 kDa.

4.2 Termogravimetricka analyza

Dextran pied lyofilizaci obsahoval primérné 6,99 hm. % vlhkosti. Lyofilizovany dextran
bez sondy obsahoval praimérné 8,16 hm. % vlhkosti. Vzorky, které obsahovaly fluorescen¢ni
sondu obsahovaly 8,62 hm. % vlhkosti pro prodan a 8,33 hm. % pro pyren. Viz Tab. 6.

4.3 ATR-FTIR a RAMAN spektrometrie

4.3.1 Pyren

Na Obr. 6 je zobrazen graf, ve kterém jsou zaznamenana ATR-FTIR spektra veskerych
vzorkt obsahujicich pyren, slepého vzorku (lyofilizovaného dextranu bez sondy) a zasobniho
nelyofilizovaného dextranu. Graf byl vytvoren v programu Origin 2019b a ukazuje zavislost
normalizované absorbance na vlnoctu. Normalizovana hodnota znamena, Ze veSkeré naméiené
hodnoty byly pievedeny tak, aby nejvyssi absorpcni pads mel maximum vzdy v hodnoté 1.
Na spektru je pozorovatelny iroky absorpéni pas pii vinoétu 3 650-3 000 cm2, ktery odpovida
valen¢ni symetrické vibraci O—H vazeb nejen v alkoholech, ale i v sorbované vzdu$né vlhkosti,
kterou mizeme rozd¢lit na vodu volnou a pevné vazanou ¢i semi-krystalickou. Tato alkoholova
skupina se nachazi jak v molekule TBA, tak i v polysacharidu dextranu. Absorp¢ni pas
pii vinoétu 2 931 cm? je pfipisovan asymetrické vibraci C—H vazby v methylovych skupinich.
Pti vinoétu 1643 cm™ je piipisovana valenéni vibrace OH skupiny ve vod&. Malé dva
absorpéni pasy pii vinoétu 1470cm™ a 1458 cm™ odpovidaji deformaéni vibraci
u —CH2—a —CHzs skupin. Dalsi absorp¢ni pas odpovida vibraci OH skupiny v polysacharidu
a vyskytuje se pii vinoétu 1423 cm™. Dale se ve spektru nachazi absorpéni pas odpovidajici
deformaéni vibraci methylenovych skupin pfi vIinoétu 1350 cm™. Mensi absorpéni pas
pfi vinoétu 1268 cm? odpovida vibracim primarnich a sekundarnich alkohold.
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Také by ale mohl odpovidat vibraci etherové vazby v cyklu polysacharidu. Vétsi absorpéni pas
pfi vino¢tu 1150 cm™ je ptipisovan vibraci a-1,6 glykosidické vazby a absorpéni pés
pfi 1 103 cm™ je piipisovan vibraci a-1,3 glykosidické vazby. Malo viditelny absorpéni pas
pii vlno¢tu 1 070 cm™? se vztahuje k asymetrické vibraci v etherové vazbé C—-O—C a absorpéni
pas pii 877 cm! se vztahuje k symetrické vibraci C—-O—C vazby. Pro potvrzeni hydrofobniho
efektu, ktery vytvaii vice moznosti pro umisténi hydrofobniho 1é¢iva v ramci biopolymeru, je
kli¢ovy absorpéni pas v1002cm™, protoze odpovidd valenéni vibraci C-O vazhy
v OH skupinach v alkoholu. Sledovany absorp¢ni pas je ptiblizen na Obr. 7.
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Obr. 6: Graf zavislosti normalizované absorbance na vinoctu pro lyofilizované vzorky dextranu

obsahujicich pyren, slepy vzorek a nelyofilizovany dextran.
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Obr. 7: Graf zavislosti normalizované absorbance na vinoctu pro lyofilizované vzorky dextranu

obsahujicich pyren, slepy vzorek a nelyofilizovany dextran; rozliseni od 1 184 cm™ do 810 cm™.

Diky pftiblizeni na Obr. 7 je mozné pozorovat rozdily v poloze maxim absorpcnich pasi
jednotlivych lyofilizovanych vzorki ve srovnani s polozkou absorpéniho pasu
nelyofilizovaného dextranu. Toto posunuti naznacuje zesileni hydrofobniho efektu v molekule.
Hydrofobni efekt je interakce mezi nepolarnimi molekulami, které se shlukuji,
aby minimalizovali kontakt s polarnim rozpoustédlem. Hydrofobni efekt tak mohou ovlivnit
vibrace v molekule, a tim i infratervené spektrum [32].

Jako doplikové méteni pro potvrzeni hydrofobniho efektu bylo pouzito méfeni v Ramanové
modulu, ktery analyzuje podobné charakteristiky jako ATR-FTIR spektrometrie. Ramanovo
spektrum je citlivé na vibrace, kde se méni polarizovatelnost (alifatické skupiny, vibrace vazby
uhlik-uhlik atd.).
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Na Obr. 8 je vyobrazen graf méfeni v Ramanové modulu. Graf zobrazuje zavislost
normalizované absorbance na Ramanové posunu. Na spektru je mozné pozorovat vysoky
absorpéni pas pti Ramanové posunu 2 910 cm™, ten odpovida asymetrické vibraci CHz. Dalsi
absorpéni pas pfi R. posunu 1464 cm™ odpovida deformaci vazby —CH2—. Absorpéni pas
pfi R. posunu 1420 cm™ je pfipisovan alkoholové skupiné v polysacharidu. Dale se v grafu
nachazi absorp¢ni pas odpovidajici deformacni vibraci methylenovych skupin pfi R. posunu
1337 cm™. Mensi absorpéni pas pfi R. posunu 1271 cm™ odpovida vibracim primarnich
a sekundarnich alkoholi. Také by ale mohl odpovidat vibraci etherové vazby v cyklu
polysacharidu. V&tsi absorpéni pas pii R. posunu 1 085 cmse vztahuje k vibraci glykosidické
vazby. V Ramanov¢ spektru se dal o¢ekavat posun mezi jednotlivymi absorpénimi pasy,
které odpovidaji vySe zminénym vibracim, coZ naznacuje reorganizaci jednotlivych fetézct
polysacharidu dextranu s cilem zvySit mezi nimi hydrofobni efekt. Bohuzel,
tato spektrometrickd metoda se jevila jako malo senzitivni k pozorovani tohoto fenoménu
slabych vazebnych interakei.
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Obr. 8: Graf zavislosti normalizované absorbance na Ramanové posunu pro lyofilizované vzorky

dextranu obsahujicich pyren, slepy vzorek a nelyofilizovany dextran.
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4.3.2 Prodan

Na Obr. 9 je zobrazen graf, ve kterém jsou zaznamenana ATR-FTIR spektra veskerych
vzorkt obsahujicich prodan, slepého vzorku a zasobniho nelyofilizovaného dextranu. Graf byl
vytvoren v programu Origin 2019b a ukazuje zavislost normalizované absorbance na vinoctu.
Na spektru jednotlivé absorpéni pasy odpovidaji uréitym vibracim podobné jako u pyrenu,
ale mohou se ligit o par jednotek cm™. Pro potvrzeni hydrofobniho efektu, ktery vytvaii vice
moznosti pro umisténi hydrofobniho 1é¢iva v ramci biopolymeru, je dulezity absorp¢ni pas
v 999 cm™, protoze odpovidd valenéni vibraci C-O vazby v OH skupinach v alkoholu.
Sledovany absorpéni pas je piiblizen na Obr. 10.
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Obr. 9: Graf zavislosti normalizované absorbance na vinoctu pro lyofilizované vzorky dextranu

obsahujicich prodan, slepy vzorek a nelyofilizovany dextran.
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Na Obr. 10 je pozorovatelny rozdil v maximalni absorbanci mezi lyofilizovanymi vzorky
a nelyofilizovanym dextranem. Méfeni potvrdilo, ze diky lyofilizaci byl podpotfen hydrofobni
efekt mezi jednotlivymi fetézci polysacharidu.
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Obr. 10: Graf zavislosti normalizované absorbance na vinoctu pro lyofilizované vzorky dextranu

obsahujicich prodan, slepy vzorek a nelyofilizovany dextran; rozliseni od 1 184 cm™ do 810 cm™.
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Obr. 11: Graf zavislosti normalizované absorbance na Ramanové posunu pro lyofilizované vzorky

dextranu obsahujicich prodan, slepy vzorek a nelyofilizovany dextran.

Na Obr. 11 je vyobrazen graf méfeni v Ramanové modulu. Graf zobrazuje zavislost
normalizované absorbance na Ramanové posunu pro prodan. Ani u prodanu nebyl pozorovan
posun mezi jednotlivymi absorpénimi pasy. A tedy i pro prodan je tato spektrometrickd metoda
malo senzitivni k pozorovani tohoto fenoménu slabych vazebnych interakci

4.4 Fluorescenéni spektrometrie

Pomoci fluorescen¢ni spektrometrie byly sledovany lyofilizované vzorky oproti slepym
vzorktim a roztoktim fluorescenéni sondy v deionizované vodé.
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441 Pyren

Na Obr. 12 je zobrazen graf, ve kterém je zaznamenana zavislost normalizované intenzity
fluorescence na vinové délce. Normalizovana hodnota znamena, Ze veSskeré namétfené hodnoty
byly pievedeny tak, aby nejvyssi absorpéni pas mél maximum vzdy v hodnoté 1. V grafu je
zobrazena fluorescence jednoho reprezentativniho vzorku obsahujiciho pyren, fluorescence
slepého vzorku s pridanou fluorescen¢ni sondou po lyofilizaci a fluorescence pyrenu
rozpusténého v deionizované vode¢. Graf byl vytvoien v programu Origin 2019b.

Fluorescence pyrenu se Siroce pouziva ke stanoveni polarity média, ve kterém je pfitomen.
Pyren ma z hlediska symetrie zakédzany absorpéni pfechod So—Si1. V polarnich rozpoustédlech
dochazi ke zvyseni pravdépodobnosti vibraéniho ptechodu zakazaného pasma symetrie (0-0).
Relativni intenzita prvniho a tfetiho vibronického pasu prvni emise singletu (S1—So) pomérné
dobie koreluje s polaritou rozpoustédla. Emisni polaritni index v emisnim spektru pyrenu
se tedy vypocita jako pomér intenzit prvniho vibraéniho maxima pfi vinové délce 372 nm,
ktery odpovida ptechodu 0-0, a tfetiho maxima pfi vlnové délce 383 + 1 nm, ktery odpovida
ptechodu 0-2 [33].

2,0 ot T s T ot T L T S T e T ot T s T
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Obr. 12: Graf zavislosti normalizované intenzity fluorescence na vinové délce pro reprezentativni

vzorek lyofilizovaného dextranu obsahujiciho pyren, slepy vzorek a pyren v H>0.
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Ve fluorescenénim spektru pyrenu byly sledovany intenzity prvniho (372 nm) a tietiho
(383 nm) piku, resp. fluorescenéniho maxima veskerych sledovanych vzorkt. Pro dikaz
hydrofobniho efektu byl spocitan emisni polaritni index z hodnot pfed normalizaci. Vypocitané
emisni polaritni indexy jsou zobrazeny v Tab. 4.

Tab. 4: Vypocitané hodnoty emisniho polaritniho indexu lyofilizovanych vzorkii dextranu obsahujicich
pyren, slepého vzorku a pyrenu v HO. Ddle je vypocitan rozdil emisniho polaritniho indexu

lyofilizovanych vzorkii s pyrenem od emisniho polaritniho indexu slepého vzorku.

Vzorek EmPI [] Primér EmPI [-] A EmPI []
Pyren 1 1,89 0,10
Pyren 2 1,71 1,73+0,13 0,28
Pyren 3 1,58 0,41
Blank + Pyren 1,99 - -
Pyren + voda 2 - -

Emisni polaritni index slepého vzorku a samotného pyrenu ve vodé si jsou velmi podobny
a jsou vyssi nez polaritni index u lyofilizovanych vzorkd. Vyssi hodnota polaritniho indexu
(1,99) indikuje hydrofilni prostfedi a niz$i hodnota polaritniho indexu (1,73) indikuje
hydrofobni prostfedi. NiZ§i emisni polaritni index vypovida o tom, Ze se prodan nachazi
Vv blizkosti jednotlivych fetézcl dextranu, jejichz vzajemnéd orientace je pfevazné fizena
hydrofobnim efektem. Hydrofobni prostfedi vysvétluje pfitomnost hydrofobniho efektu
mezi jednotlivymi fetézci dextranu. Proces lyofilizace byl tedy uspéSny pro tvorbu
hydrofobniho efektu.

4.4.2 Prodan

Na Obr. 13 je zobrazen graf zavislosti normalizované hodnoty fluorescence na vinové délce
vsech vzorki obsahujicich prodan, slepého vzorku s prodanem ptidanym po lyofilizaci
a prodanu rozpusténého v deionizované vodé. Graf byl vytvoien v programu Origin 2019b.

Prodan je sonda zvlasté citliva na polaritu prostiedi. V zavislosti na polarité prostiedi
vykazuje silné posuny v absorpénim a emisnim spektru. Cim je prostfedi polarngjsi, tim vice
dochazi k posunu emisniho maxima smérem k vy$$im vinovym délkam [34].
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Obr. 13: Graf zavislosti normalizované hodnoty fluorescence na vinové délce pro lyofilizované
vzorky dextranu obsahujiciho prodan, slepy vzorek a prodan v H,O.

Na Obr. 13 byl pozorovan posun emisniho maxima. Slepy vzorek a prodan ve vodé méli
emisni maximum ve vinové délce 528 nm a 531 nm. U lyofilizovanych vzorku obsahujicich
prodan bylo emisni maximum posunuto k nizsi vinové délce a jsou tedy v méné polarnim
prostiedi nez slepé vzorky. Na zakladé posunu emisniho maxima lze Fict, ze se prodan nachazi
v blizkosti jednotlivych fetézcl dextranu, jejichz vzijemna orientace je pievazné fizena
hydrofobnim efektem. Posun Ize také vidét v Tab. 5.

Tab. 5: Namérené maximalni vinové délky a priimérny posun vinové délky.

Vzorek A max [nm] A)\ [nm] pramér AL [nm] + 6 [nm]
Prodan 1 523 8
Prodan 2 508 23 18 7
Prodan 3 507 24
Blank + Prodan 531 - — _
Prodan + voda 528 - — _

Byl vypocitan a zprimérovan posun vlnové délky lyofilizovanych vzorku obsahujicich
prodan od slepého vzorku s prodanem piidanym po lyofilizaci na hodnotu 18 nm + 7 nm.
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45 SEM

V elektronovém mikroskopu byly mezi sebou porovnany vzorky nelyofilizovaného dextranu,
slepy lyofilizovany vzorek a lyofilizované vzorky obsahujici pyren a prodan. Z nékolika snimk
o rizném zvétSeni byly vybrany snimky o zvétSeni 5 000x. Kromé zvétSeni bylo vybrano misto
fokusace, resp. pozorovani na vzorku tak, aby na uhlikové pasce bylo reprezentativni mnozstvi
vzorku a vzorek nebyl poskozen od pinzety pfi nanaseni vzorku na uhlikovou pasku.

1024=768 Pixel Size=58.05nm 500kvy SE1 WD=1027 mm Mag= 500KX |Probe= 100pA 3um

Obr. 14: SEM snimek nelyofilizovaného dextranu o molekulové hmotnosti 73,89 kDa; 5 000 %

zvétseni.

vV SE1 WD=977mm Mag= S500KX |Probe= 100pA 3um
—

v )

10247628 Pixel Size=56805nm 500Kk

Obr. 15: SEM snimek lyofilizovaného slepého vzorku bez sondy; 5 000 zvétseni.
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Obr. 16: SEM snimek lyofilizovaného dextranu obsahujici fluorescencni sondu pyren; 5 000 x

zvétseni.

* | L R T e
1024°768 Pixel Size=5805nm 500kV SE1 WD=1083mm Mag= 500KX |Probe= 100pA 3 Hm

Obr. 17: SEM snimek lyofilizovaného dextranu obsahujiciho fluorescencni sondu prodan, 5 000x
zveétSeni.

Na Obr. 14 je zobrazen nelyofilizovany nativni dextran, ktery ma kulovity tvar,
kterym se vyrazné odliSuje od ostatnich vzorkt. U lyofilizovanych vzorktu Ize pozorovat,
ze struktura dextranu vytvofila hustou sit’ vlaken, coz naznaduje pfitomnost mnoha mist
S vy$s§im obsahem hydrofobnich domén. Na téchto mistech lze ptedpokladat ptitomnost
hydrofobni sondy (modelového 1é¢iva), protoZze hydrofobni molekuly mohou byt uzavieny
do téchto hydrofobnich oblasti. Pfedpoklad pro vyskyt hydrofobnich oblasti se zvétSuje
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s po¢tem vlaken ve vzorku. Tato vldkna Soucasn¢ pfispivaji k lepSimu udrzeni struktury
dextranu, coz je mozné pozorovat i pouhym okem. Nelyofilizovany dextran byl sypky, zatimco
lyofilizovany dextran byl spojeny do vétSich chomacku (viz Obr. 5). Dale 1ze pozorovat, Ze u
slepého vzorku (viz Obr. 15) se vytvofilo mensi mnozstvi vlaken a polysacharid tak nedrzel
strukturu tak dobie. Naopak u lyofilizovanych vzorkli obsahujicich fluorescen¢ni sondu bylo
pozorovano vé&tsi mnozstvi vldken a vzorek tak udrzoval svou strukturu lépe. To miize byt

Mrwe

pro tvorbu nosice 1é€iv velmi G€inny.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit nosiCovy systém na bazi nativniho dextranu
pro distribuci 1é¢iv vyuzivajici hydrofobniho efektu. Hydrofobni molekuly jsou modelovany
fluorescen¢nimi sondami pyrenem a prodanem. Tyto sondy maji diky hydrofobnimu efektu
mezi jednotlivymi fetézci polysacharidu vice moznosti kde setrvat rdmci biopolymeru.

Tato prace ma za cil pfispét k rozvoji biokompatibilnich a biologicky odbouratelnych
nosicovych systémii pro hydrofobni 1é¢iva. Zaméfuje se na vyuziti nativniho dextranu
jako vhodného nosi¢e a zkouma piinos lyofilizace pro vznik hydrofobniho efektu,
a tedy vhodnych mist pro inkorporaci hydrofobnich 1é¢iv. Tato prace také piispiva k rozsiteni
vyuziti procesu lyofilizace pfi ptipravé nosiCovych systémui hydrofobnich 1é¢iv.

Jako prvni byla stanovena pfesnd molekulovd hmotnost nativniho dextranu
pomoci vylu¢ovaci chromatografie s vicethlovym statickym rozptylem svétla. Poté byly
pfipraveny roztoky dextranu obsahujici fluorescencni sondy pyren a prodan, a slepy vzorek
obsahujici pouze dextran. Pfipravené roztoky byly podrobeny procesu lyofilizace. Pro zjisténi
obsahu vody ve lyofilizovanych vzorkach byla provedena termogravimetricka analyza.

Utinnost suseni mrazem byla studovana pomoci infradervené spektrometrie a skenovaciho
elektronového mikroskopu. U infratervené spektrometrie byly porovnany IC spektra
lyofilizovanych vzorki oproti nelyofilizovanému dextranu. Diky posunu absorpéniho pasu
valen¢ni vibrace OH skupiny v alkoholu Ize vyvodit, ze u lyofilizovanych vzorkt doslo
Kk posileni hydrofobniho efektu mezi jednotlivymi fetézci dextranu. Jinymi slovy, lyofilizace
zpusobuje eminentni zvySeni moznych interakci hydrofobni povahy ve struktute polysacharidu,
a tudiz se v takto pfipraveném systému nachdzi vice aktivnich mist pro inkorporaci a nasledné
setrvani hydrofobnich sloucenin.

Hydrofobni efekt mezi jednotlivymi fetézci dextranu reprezentovany i hydrofobnim efektem
mezi timto biopolymerem a pfisluSnou fluorescenéni sondou byly dale sledovany
pomoci ustalené fluorescencni spektrometrie. U vzorkl obsahujici fluorescen¢ni sondu pyren
byly v emisnim spektru porovnavany intenzity prvniho (372 nm) a tretiho (383 nm) piku.
Pro dikaz podpoteni hydrofobniho efektu v prubéhu lyofilizace byl spocitan emisni
polaritni indeX. Vyssi hodnota emisniho polaritniho indexu (1,99) u nelyofilizovaného dextranu
indikuje, Ze se fluorescen¢ni sonda nachazi v mikroprostiedi s vy$s$i hodnotou polarity.
Naproti tomu, nizsi hodnoty (1,73) vypocteného koeficientu vypovidaji o fenoménu, a to,
ze se fluorescen¢ni sonda nachazi v blizkosti jednotlivych fetézcti dextranu, jejichz vzajemna
orientace je prevazné¢ fizena plsobenim zvySeni entropie molekul rozpoustédla
tzn. hydrofobnim efektem. Zména polaritniho indexu poukazuje na to, Ze lyofilizace isp&Sné
vytvorila hydrofobni efekt mezi jednotlivymi fetézci dextranu pro umisténi pyrenu.

Podpora hydrofobniho efektu po lyofilizaci systému polysacharidu a fluorescen¢ni sondy
prodanu byla potvrzena vyznamnym hypsochromnim posunem, resp. blue shift fluorescen¢niho
maxima, ktery nabyval hodnot 18 nm + 7 nm v porovnani se systémem roztoku nativniho
dextranu, do kterého byla dand fluorescencni sonda pridana té€sné pied vlastnim méfenim
fluorescencnich spekter. Tento posun emisniho maxima K niz$im vlnovym délkam ukazuje,
ze prodan se po lyofilizaci nachazi v méné polarnéjsim prostiedi (v hydrofobnim). U prodanu
se také potvrdilo podpoteni hydrofobniho efektu.
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Porovnavanim SEM snimka se dospélo k zdvéru, ze lyofilizace méla pozitivni vliv
na vytvoreni mist s vy$§im obsahem hydrofobnich domén. Proces lyofilizace vytvofil velké
mnozstvi vlaken polysacharidu. Pouhym okem lze také sledovat, Ze lyofilizované vzorky 1épe
udrzuji strukturu, zatimco nelyofilizovany dextran byl sypky.

Z vysledki provedenych méfeni lze ohodnotit metodu lyofilizace jako uc¢innou pii navyseni
hydrofobniho efektu mezi nativnim dextranem a siln¢ nepolarnimi slouceninami. Tato prace
muze svymi vysledky pfispét k dalSimu vyvoji nosiCovych systémil na bazi chemicky
nemodifikovaného dextranu pomoci procesu lyofilizace pro distribuci 1é¢iv.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

7.1 Seznam zkratek

Zkratka

TGA

H20

TBA

Mw
SEC-MALS-dRI

ATR-FTIR

RAMAN
SEM

pH

EmPI

T

Lyo.

7.2 Seznam symboli

Symbol
g
g'mol !
mol-dm™
nm

min
mTorr
mg-ml~!
cmt

M

°C

w

kDa

ul
Mw
%

hm. %
Pa

Xmax

Vyznam

termogravimetricka analyza

voda

terc-butylalkohol

molekulova hmotnost

vylu¢ovaci chromatograf s vice uhlovym statickym
rozptylem svétla

infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
(zeslabena celkova odrazivost)

Ramanova spektroskopie

skenovaci elektronova mikroskopie

potencial vodiku

emisni polaritni index

teplota

Lyofilizovany

Nazev veli¢iny

gram

gram na mol

mol na decimetr krychlovy
nanometry

minuty

millitorr

miligram na mililitr
centimetr na minus prvni
mol na decimetr krychlovy
stupen Celsia

watt

kilodalton

litr

mikrolitr

molekulova hmotnost
procenta

hmotnostni procenta
pascal

sekunda na minus prvni
koncentrace

vilnova délka pfi maximalni intenzité fluorescence
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So
S1
S2
AA
+ 0

zakladny stav molekuly

prvy excitovany singletovy stav molekuly
druhy excitovany singletovy stav molekuly
posun maxima vlnové délky

smérodatnd odchylka
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8 PRILOHY

Tab. 6: Namérené hodnoty vihkosti lyofilizovanych vzorkii a nelyofilizovaného dextranu pomoci

termogravimetrické analyzy.

vzorek vihkost [hm. %] vihkost [hm. %] + 6 [hm. %]
8,46
slepy vzorek
(dextran lyo.) 8,09 8,16 0.21
7,95
9,96
pyren 7,28 8,33 1,16
7,77
8,50
prodan 8,73 8,62 0,1
8,64
dextran 6,99 6,99 0
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Obr. 18: SEC-MALS-dRI chromatogram pro ndstiik 50 ul.
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Obr. 19: SEC-MALS-dRI chromatogram pro ndstrik 25 ul.



