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Abstrakt

Béhem této bakalaiské prace byly ziskany per-O-acetyl-6*-O-propargyl-B-cyklodextrin
a 6%-O-propargyl-B-cyklodextrin. Podle autorova nejlepsiho védomi zatim nebyla
publikovana presvédciva studie, zabyvajici se izolaci a charakterizaci druhé z uvedenych

latek.

Uvodni ¢ast literarni reSerSe je vénovéana cyklodextrinim samotnym, jejich historii,
struktufe, metodam vyroby, vlastnostem a aplikacim. Nasledujici kapitola pojednava
o derivatech cyklodextrinii a mozZnostech jejich navazani na vlakna. Posledni Cast reSersSe je
zaméfena na obor tkanového inZenyrstvi, jeho vyzvy a vyhody aplikace derivati

cyklodextrinti.
Pro ovéfeni funk¢nosti metody ptipravy a ziskani spolehlivéjSich vysledki byla nejprve

provedena pilotni studie, kterou nasledovala syntéza ve vétSim mnoZstvi. Produkty byly

charakterizovany NMR, FTIR, Ramanovou spektroskopii a hmotnostni spektrometrii.

Klicova slova: cyklodextriny, propargyl, derivaty, vlakna, tkanové inZenyrstvi



Abstract

Per-O-acetyl-6*-O-propargyl-B-cyclodextrin and 6”*-O-propargyl-B-cyclodextrin were
obtained during this bachelor thesis. To the best of author’s knowledge isolation

and conclusive characterization of the second one has not been publised yet.

Opening part of literature research pays attention to cyclodextrins itselves, their history,
structure, methods of production, properties and applications. Following chapter deals
with derivatives of cyclodextrins and options of fiber functionalization by these chemical
compounds. Final part of research is focused on tissue engineering specialization, its

challanges and benefits of cyclodextrin derivatives application.
At first, the preliminary study were done for verification of preparation method and more

credible results. It was followed by larger scale synthesis. Product were characterized

by NMR, FTIR, Raman spectroscopy and molar mass spectrometry.

Keywords: cyclodextrins, propargyl, derivatives, fibers, tissue engineering
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analyza kvantitativnich vztaht mezi strukturou a aktivitou



1 Uvod

Nanotechnologie, s nimiZ jsem se béhem bakalafského kurzu seznamoval, predstavuji
vskutku interdisciplinarni problematiku. Pfemost'uji znalosti mnoha oborti, jako napf.
fyziky, chemie, materidlového inZenyrstvi a v pripadé zdravotnickych aplikaci i biologie.
Sam jsem prii sepisovani nésledujicich fadkd musel Cerpat ze znalosti vSech uvedenych
odvétvi, jelikoZ se oblasti mého zajmu staly derivaty cyklodextrini vhodné k modifikaci
nanovlaken pro konstrukci tkanovych nosici. Ty se pouZivaji v regenerativni mediciné
jako jakési Clovékem zkonstruované leseni pro buriky, na kterém by mohly riist, mnoZzit se

a nasledné stvorit funkcni tkan.

Takovéto ex vivo vypéstované organy by mohly pacientim podstupujicim transplantaci
poSkozené casti téla znacné zredukovat dobu Cekani na darce, kteraZto se jim Casto stane
osudnou. DalSim cilem regenerativni mediciny je napomoci télu pfi procesu hojeni, aby se
namisto jizvy tvorila piivodni zdrava tkan a in vitro priprava Casti téla, jejichZ prirozena

obnovovaci schopnost neni dostacujici.

Mezi tkané, v jejichZ moci neni pfirozena obnova, patfi i nervovy systém. Pravé pripravu
cyklodextriny funkcionalizovanych vodivych vlaken pro péstovani neuralnich drah si klade
za cil vyzkumny tym, do n€jZ jsem se v ramci bakalarskych studii zapojil. V ramci projektu
bylo tfeba mimo jiné pfipravit vhodné derivaty cyklodextrind, kterymi by se nanovlakna

mohla funkcionalizovat, coZ se stalo naplni mé prace.
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2 Teoreticka cast

2.1 Strucna historie cyklodextrini

Era cyklodextrini (CD) zapocala v roce 1891, kdy je objevil francouzsky lékarnik
a chemik A. Villiers', ktery se zabyval vlivem enzymi na mnohé sacharidy. Ziskal je
v nepatrném vytézku (0,3 %) a navic se nejednalo o cisté CD, ale pravdépodobné o smés
a- a B-CD. Jim popsany proces pripravy zahrnoval naockovani Skrobové pasty bakterialni
kulturou Bacillus amylobacter (kterd ziejmé obsahovala i spory Bacillus macerans)?,
produkujici maselny kvasek (Clostridium butyricum) a nékolikadenni inkubaci pri 40 °C.
JelikoZ mu vysledny neobvykly produkt, odolnosti viici kyselé hydrolyze a nereduk¢nimi
vlastnostmi pripominal celulosu, nazval jej “cellulosine” a chybné odhadl, Ze by jeho

vzorec mohl byt [(CeH1005)2 + 3 H20].

O 12 let pozdéji CD znovuobjevil rakousky chemik a bakteriolog F. Schardinger?, jehoZz
majoritnim zajmem byly mikroorganismy odolné vii¢i vysokym teplotam. A pravé v roce
1903 objevil typ vysokoteplotné odolnych mikroorganismi (tzv. termofilti), které byly
schopny rozpoustét Skrob a tvorit krystalické vedlejsi produkty pozoruhodné podobné
Villiersovu ,,cellulosinu“ ve vytézku 25-30 %. Rozhodl se proto tento bakterialni kmen,
zodpovédny za produkci enzymu, ktery zajiStuje preménu Skrobu v CD, izolovat.
Vysledkem byl objev Bacillus macerans®. O nékolik let pozdéji bylo zjisténo, Ze onim
enzymem je cyklodextrin glykosyltransferaza (CGTaza). Dale se Schardingerovi podafilo
pomoci jednoduchého barviciho testu (barveni roztokem jodu) rozliSit dva typy
cyklodextrinti, jeZ nazval “krystalicky dextrin A a B“. Mezi léty 1905 aZ 1911 pak podal
prvni detailni popis pripravy, separace a CiSténi ,cellulosini®“ a taktéZ jejich chovani
v nékterych rozpoustédlech®. Pravé proto je mnohymi povaZovan za “otce zakladatele®
chemie cyklodextrin, nebo Schardingerovych dextrinti, jak byly jeho nasledovniky

zpocatku nazyvany.

Skupina sdruzujici se kolem Némce Pringsheima® zjistila, Ze maji CD tendenci tvofit
komplexy s mnohymi organickymi slouCeninami. Freudenberg’ a jeho spolupracovnici
dospéli k zavéru, Ze Schardingerovi dextriny jsou tvoreny maltosovymi jednotkami
a obsahuji pouze a-1,4-glykosidické vazby. Také popsali schéma izolace homogennich

a Cistych frakci a postulovali cyklickou strukturu téchto krystalickych dextrin.
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V roce 1935" byl objeven y-CD a v nésledujicich letech objasnéna jeho struktura®. Prvni
patent® obdrZeli v roce 1953 Freudenberg, Cramer a Plieninger. Pojedndva o zakladnich

Mo, Wewr

CD, napriklad komplexaci tékavych latek nebo latek snadno podléhajicich oxidaci
a vyuziti komplexace k zvySeni rozpustnosti 1é¢iv. V roce 1957 sepsal French review'
0 CD, v ramci kterého uvedl informaci o jejich znacné toxicité (ve skutecnosti tihyn
pokusnych zvitat pravdépodobné zptisobily necistoty pfitomné v CD). Tato ledabyle
provedend studie zpisobila ubytek zajmu o CD, jelikoZ tak ztratily velkou ¢ast potencialu
vyuZziti. Trvalo pak dlouhou dobu, neZ byla dezinformace vyvracena a zdjem opétovné
narostl. Prvni mezinarodni konference na téma CD probéhla v roce 1981 a od té doby se

kona kazdy druhy rok aZz do ted. Letos probiha osmnacty rocnik od 18. — 21. 5.
v Gainesville na Floridé (USA)®.

Ackoli je historie CD bezesporu velice poutava, neni mozno se ji v ramci této bakalarské
prace dopodrobna vénovat, doporucil bych proto v pripadé Ctenarova zajmu nasledujici

literaturu''2.

2.2 Struktura cyklodextrint

Cyklodextriny (CD), nékdy téZ zvané cykloamylosy, jsou cyklické oligosacharidy tvorené
D-glukopyranosovymi  jednotkami, které jsou navzajem pospojované a-1,4-
glykosydickymi vazbami. Podle toho zdali je téchto jednotek v kruhu 6, 7 nebo 8, jedna se
postupné o a-, 3- a y-CD (obr. 1). Kromé téchto tii forem existuji jeSté jiné, s témi se vSak
setkdvame méné Casto. Mezi takové patii napf. nejmensi ¢len rodiny cyklodextrinti pre-o-
CD"s 5 jednotkami, a dale pak vétsi titvary jako §-CD (deviticlenny), e-CD (deseti¢lenny)

a dalsi, dokonce s vice neZ stovkou jednotek'*.

Cyklodextriny s 8 a vice glukosovymi jednotkami v cyklu a jejich derivaty maji minoritni
vyznam, ktery je zplisoben ztratou prostorové vyhodné konformace, jeZ podminuje dobré
komplexacni schopnosti CD (se vzriistajicim poctem jednotek dochazi nejprve ke kolapsu
kavity, jejiz skutecna velikost se ve vysledku zmensi a nasledné i k nechténym prekladiim
riznych ¢asti téhoz kruhu pres sebe). Mala pozornost jim je taktéZ vénovana pro vysokou
vyrobni cenu, ktera mimo jiné souvisi s nepritomnosti vhodnych metod, které by umoznily

pripravu téchto sloucenin ve vysokych vytézcich.

12
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Obr. 1: Struktura cyklodextrinti.

2.3 Vyroba cyklodextrina

Cyklodextriny jsou dnes produkovany v Tfadu tisici tun ro¢né. Vznikaji relativné
jednoduchou enzymatickou konverzi, pricemz vychozi latkou této reakce je jeden
z nejbéznéjSich polysacharidii — Skrob. Onim enzymem je jiZz vySe zminénd CGTaza
(E.C 2.4.1.19)", kterd je produkovana Sirokou Skalou mikroorganismi, jednak z domény
Archea a hlavné bakteriemi'. Jedna se napf. o Bacillus macerans, Klebsiella pneumoniae,
B. Stearothermophilus, Klebsiella oxytoca, Bacillus circulans, Thermoanaerobacterium

thermosulfurigenes, Alkalophylic bacillus, a Micrococcus luteus.

JelikoZ maji jednotlivé CD celkem rtiznorodé vlastnosti, pro urcité aplikace je vhodné
vyuZzivat jen jedné jeho konkrétni podoby. NanesStésti dlouho byl snadno a s vysokymi
vytézky vyrabén pouze [(-CD, ktery ma pri ptsobeni CGTéazu vylucujicimi
mikroorganismy na Skrob povétSinou nejvétSi zastoupeni ve smési. Existuji vSak
i vyjimky", napfiklad bakterie z rodu Klebsiella oxytoca druhu No. 19-1 jsou schopny
produkovat o : 3 : y-CD v poméru 96,5 : 3,5 : 0.
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V poslednich letech byl u€inén vyznamny pokrok v oblasti produkce y-CD metodami
genetického inZenyrstvi. Zajimavym zplisobem ziskavani novych bakterialnich kultur,
slehce pozménénym genomem V oblasti kédujici syntézu CGTazy, je vyuZivani
kombinace metod ,error-prone PCR“ a ,,DNA shuffling PCR® (polymer. fet. reakce
kombinujici rtizné mutované genomy). Témito prostiedky byla ziskdna nova varianta
CGTazy (S54), ktera produkuje formy ( : y-CD v poméru 1 : 7. Dale bylo dosaZeno

i zvétSeni rozsahu pH, pfi kterém je enzym (nova forma S35) katalyticky aktivni'®.

2.4 Vlastnosti cyklodextrina

Cyklodextriny jsou bilé krystalické latky, které vykazuji vyznamné odliSné chovani
v porovnani s klasickymi oligosacharidy (opticka aktivita, stabilita v rizném chemickém
prostiedi atd.). V disledku “C: konformace maji tvar dutého komolého kuzele. Jeho vrchni
cast tvori sekundarni hydroxylové skupiny, kterych je vZdy dvojnasobny pocet nez
primarnich hydroxylovych skupin. Ty jsou orientovany na stranu opacnou, ¢imZ vytvareji
zakladnu télesa (obr. 2). Primarni okraj CD je menSi, ponévadZ -CH>OH zbytky
glukopyranosovych jednotek mohou rotovat a zmensSovat tak efektivni primér vstupu

do kavity.

OH  (OH),

OH (OH),

Obr. 2: Tvar cyklodextrinu.
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JelikoZ je vnitfek dutiny CD tvoren uhlikovymi a na né pripojenymi vodikovymi atomy,
ziskava hydrofobni charakter. Navic jsou zde jeSté situovany glykosidické kyslikové
miustky. ProtoZe jsou na téchto kyslicich nevazebné elektronové péry, smérujici dovnitf

dutiny, davaji ji charakter Lewisovy baze.

Cely ttvar navic stabilizuji vodikové mustky mezi 2-OH a 3-OH skupinami sousednich
glukopyranosovych jednotek. U B-CD je sekundarni pas vodikovych vazeb kompletni,
ve vodé ze vSech forem. U a-CD je pas vodikovych vazeb nekompletni, jelikoZ se jedna
z jednotek vyskytuje ve vybocené poloze, tudiz mtizou byt plné zapojeny pouze 4 vazby

z 6 moznych. y-CD je dosti flexibilni, tedy ve vodé nejsnadnéji rozpustny"'.

Jsou stalé v bazickém prostfedi, pouze se deprotonuji jejich hydroxylové skupiny, naopak

v kyselejsim prostiedi dochazi k hydrolyze (rozpadu cyklu).

2.5 Fenomén inkluznich komplext

JelikoZ je schopnost CD tvorit inkluzni komplexy s latkami vSech skupenstvi pravé tou
vynikajici vlastnosti, jiz se vyuzivd v mnoha odvétvich primyslu pro zlep3eni fyzikalnich,
chemickych nebo biologickych charakteristik vSemoZnych hostovanych molekul, budu se

ji zabyvat trochu vice dopodrobna.

() (b)
Obr. 3: Komplexy cyklodextrinti v poméru (a) 1:1 a (b) 2:1.
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Inkluzni komplexy jsou docCasné ttvary skladajici se z hostitelské molekuly (CD) a hosta,
ktery musi splnit urcité poZadavky na velikost a strukturu. Pomér hostitel : host je ve
vétSiné pripadd 1 : 1", ale existuji i pfipady, kdy jednu molekulu hosta komplexuji dva CD
(napt. komplexace fullerenu* Ce), nebo naopak®. Dalsi supramolekularni utvary s jinym

pomérem hostitel : host byly téZ pozorovany®.

Mezi molekulami CD a hosta se po Case ustanovuje dynamicka rovnovaha, ktera je dana
konstantou stability K = kr/kp vyjadfujici pomér rychlosti vzniku (rekombinace) a zaniku

(disociace) sekundarnich vazeb spojujicich CD s hostem.

K schopnostem CD tvorit inkluzni komplexy prispiva hned nékolik sil rtizné povahy.
PredevSim jde o elektrostatické, van der Waalsovy a hydrofobni interakce a vazbu
vodikovymi miistky. Vyznam jednotlivych silovych prispévki byl dfive posuzovan podle
zmény entropie a entalpie systému, jelikoZ vSak casto dochazi k jejich vzajemné

kompenzaci®, neukézalo se toto kritérium vhodnym.

Dlouho bylo za hnaci silu komplexace povazovano tzv. vylouceni vysokoenergetické vody
z dutiny CD. Tato voda uvnitf hydrofobni kavity CD je nazyvana vysokoenergetickou
z toho dtivodu, Ze v téchto mistech nemiZe tvorit vodikové miistky, které by jinak mohla
vytvaret mimo kavitu, kde voda pomoci nich tvofi trojrozmérnou sit’. Jeji uvolnéni z CD je
tedy doprovazeno uvolnénim entalpie. Nesmime vSak zapominat na to, Ze uvnitt kavity ma
voda vice stupiii volnosti, které pii opuSténi CD ztraci (zapornd zména entropie). Pri
vyloucCeni entalpicky bohaté vody dojde k reorganizaci rozpoustédla, aby se dfive
komplexované molekuly vody mohly zapojit do sité vodikovych mistkii. ProtoZe je tento
jev doprovazen entropicko — entalpickou kompenzaci bez uvolnéni volné energie, ktera by
mohla prispét ke vzniku komplexu, nejedna se o jev, kterym by bylo moZno objasnit
fenomén inkluzni komplexace a je potfeba patrat po jinych divodech. Dalsim adeptem na

objasnéni tohoto jevu jsou elektrostatické interakce.
Elektrostatické (Coulombovské) interakce jsou bud typu ion —dip6l nebo dipél —dipdl.

Interakce typu ion —ion se mohou vyskytovat jen v pripadé, kdyZ je CD vhodné

substituovan, ¢imz ziska permanentni naboj. Ukazuje se obtiZnym zjistit, jak dtileZitou roli
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interakce takovéhoto typu hraji, a to hlavné proto, Ze nutné nedochazi k zesileni jevu
komplexace se zvySenim naboje na hostovi. Ve skuteCnosti totiZ silné elektrostatické
interakce nemusi byt viibec pro tvorbu komplexi priznivé, protoze dochazi i k zesileni
vazby potencidlniho hosta na rozpoustédlo, kterd mize byt ve vysledku upfednostnéna
pred vazbou na CD. Velmi tedy zaleZi na prostfedi, ve kterém se dvojice hostitel — host
vyskytuji. KdyZz vSak predejdeme takovymto efektim rozpousStédla a pozorujeme vliv
elektrostatickych interakci na tvorbu komplexti v plynné fazi, zjistime, Ze v takovychto
systémech mohou hrat stéZejni roli. Stejné tak samotna polarita CD je velmi zavisla na
okolnim chemickém prostfedi. Ackoli starSi publikace poukazovaly na znacné vétsi
hodnoty dip6lového momentu (10-20 D)¥, nedavné studie vyuZivajici teoretickych metod

a vypocta ab initio® predpovédély hodnoty nizsi (< 10 D)*.

Ukézalo se vsSak, Ze obecné ve vétSiné systémi elektrostatické interakce ovliviiuji spiSe

konformacni usporadani komplexu neZ jeho stabilitu®.

Badatelé zabyvajici se CD van der Waalsovymi interakcemi mini predevSim indukcni
a disperzni sily. Indukcni sily vznikaji pisobenim permanentniho dip6lu (poléarni
molekuly) na nepolarni molekulu, u které vyvola docasny indukovany dipdl. Disperznimi
(Londonovymi) silami je pak myslena synchronizace elektronovych oblaki dvou molekul,
coZ ma za nasledek vznik docasnych dipélovych momentt, jeZ zapfiCini atrakci mezi
molekulami. Ponévadz je tyto interakce pri posuzovani jejich vlivu na tvorbu inkluznich
komplexti tézké navzdjem odlisit, dava se pri debaté prednost obecnému pojmu van der
Waalsovy sily. Pocetné studie odhalily, Ze pravé pomoci téchto sil jsou objemné
substituenty v tésném kontaktu s kavitou CD*. Fakt, Ze jsou CD schopny tvofit inkluzni
komplexy i v takovych rozpoustédlech jako DMF, DMSO a dokonce heptanu, je dalSim
z diikazii nezbytné duleZitosti van der Waalsovych sil. Také pomoci vypocti a teoretickych
metod, pri kterych se naprosto eliminoval vliv rozpoustédla na vysledky, jelikoZ se jednalo
o tvorbu modelu chovani plynu, bylo dovozeno, Ze van der Waalsovy sily tvori hlavni
prispévek k silam formujicim CD komplex. Z tohoto vysledku v3ak nelze vyvozovat Zadné
zavéry o tom, jestli tyto sily hraji hlavni roli i v roztoku. Lze jen fici, Ze sila vazby
substratu na CD ziistava patrné podobné silna. Van der Waalsovy sily vSak neptisobi jen

mezi CD a substratem, ale i mezi substratem a rozpoustédlem (napr. vodou). PonévadZ ma
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vSak CD vétsi hodnotu polarizability neZ voda, interakce substratu a CD jsou vétSinou

silnéjsi a tvori tak pozitivni prispévek k stabilité komplexu.

Hydrofobni interakce se tykaji nepolarnich latek, které maji povahu zvySené vzajemné
afinity v polarnim (vodném) prostfedi. Vazba takovychto latek na rozpousStédlo je pak
slabsi, neZ vazba mezi molekulami rozpoustédla navzajem. Jednim z dikazi duleZitosti
této sily je skutecnost, Ze celkova zména entropie systému prfi komplexaci byva kladna,
jedinym moZnym zdrojem pozitivni entropie je vSak pouze hydrofobni interakce. Dale na
pritomnost této sily poukazuje fakt, Ze hydrofobni casti molekul jsou orientovany pravé
dovnitf lipofilni kavity CD. Napovidajicim je taktéZ tibytek stability komplexu po pfidavku
organického nepolarniho rozpoustédla a naopak nartst stability s pfidavkem anorganickych

soli, které polaritu vnéjsiho prostfedi zvysi*.

Vodikové vazby mezi hostem a molekulami vody jsou casto silnéjsi neZ mezi hostem a CD,

nemohou byt pak v takovych pripadech prispivajici*.

Pri urcovani vazebnych konstant komplext a zjisStovani, ktera sila ma v daném systému
nejvétsi vyznam se osvédcily analyzy kvantitativnich vztahil mezi strukturou a aktivitou

(tzv. QSAR analyzy)®.

2.6 Vyuziti CD

Siroky rozsah vyuZitelnosti CD je dan predevsim jejich zdravotni nezévadnosti®”. Mohou
byt tedy vyuZivany v potravinariském priimyslu®® pro ochranu vini, vitamint a pfirodnich
barviv pred stresovymi faktory vnéjsiho prostredi (teplota, zafeni, oxidace), nebo naopak
k odstranéni horkych nebo jinak chutové nepfijemnych komponent a mikrobiologickych
kontaminanti. 3-CD je téZ vyuZivan pfi vyrobé potravin s nizkym obsahem cholesterolu,
se kterym tvofi dosti pevné komplexy. Timto zplisobem byva vétSinou bez problému

odstranéno kolem 80 % této steroidni latky™.

Déle jsou CD Siroce vyuZzivany ve farmaceutickém primyslu® pro zvySeni rozpustnosti
hydrofobnich 1ékii ve vodé a tedy i lepSi vstiebani medikamenti télem nebo jejich
stabilizaci. TaktéZ mohou pomoci pfi odstranovani nezadoucich vedlejSich ucinkt 1ékd,

jako napf. podrazdéni zaludku, kiize nebo oci, tim, Ze se v téle postupné uvoliuji, resp.
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vstfebavaji a lokalni okamZitd koncentrace nedosahuje takovych hodnot, jako v ptipadé
podani nezakomplexovaného 1éku®. CD téZ naSly uplatnéni pFi vyrobé zdravotnickych
textilii, kdy jsou s jejich pomoci pripravovany antibakterialni obvazy, které navic mohou
obsahovat G¢innou latku vstfebatelnou pokozkou®. Stoji za povsimnuti, Ze v tomto textu
prvné naraZime na potfebu navazat CD na polymerni vlakno. Autofi tohoto ¢lanku uvadéji
nékolik cest, které vedou k vytyCenému cili. Napfiklad lze za asistence peroxosiranu
amonného roubovat polyamid 66 predem pripravenym akryloylovym derivatem, jeZ pres

esterovou vazbu vaze CD.

Dalsim odvétvim vyuZivajicim prednosti CD je chemie Zivotniho prostiedi*. Po
ekologicky Setrnych metodach k odstrafiovani riznych druhti polutantt (tézZkych kovd,
organickych kontaminanti atd.) z piidy, vzduchu a vody je jisté zdhodno v soucasné dobé
patrat, protoZe urovenl zneciSténi na nékterych mistech Zemé presahla hranici tinosnosti.
Takto pramyslovou cinnosti zniCené ekosystémy pak jen téZko hledaji ztracenou
rovnovahu a po dlouhou dobu tyto oblasti nejsou schopny poskytnout domov vétSiné
organismim, vyjma téch nejodolnéjsich. Navic rozsah znecisténi mé jen malokdy recesivni
povahu, naopak Casto lokalni ptidni kontaminace difunduje do spodnich vod a ohrozZuje tak
zdroje pitné vody a tedy bezprostfedné i zdravi clovéka. Odstrafiovani organickych
mikropolutantti z proudici vody por6znimi polymery funkcionalizovanymi -CD je jednou

z nové predstavenych a velice slibnych metod™®.

V chemickém primyslu mize CD slouzit k dimyslnému Fizeni reakci, kdy se vyuziva
toho, Ze Cast imobilizované molekuly hosta je skryta v kavité cyklodextrinu. S reak¢nim
Cinidlem potom mohou interagovat jen vysunuté, stericky pristupné Casti hosta™.
Analytickou chemii CD obohatily o nové zplisoby chirdlni separace enantiomerd

a diastereoisomeri®. TaktéZ je 1ze nalézt v kosmetickém primyslu® a zemédélstvi®.

2.7 Derivaty cyklodextrina

Hledani vhodnych metod k pfipravé derivati cyklodextrinti je pro organické syntetiky
ukolem majoritnim, jelikoZ kvili velkému poctu hydroxylovych skupin pfirozené dochazi
k vzniku produktt o rizném stupni substituce, s proménlivym izomernim usporadanim.
Vzniklou smés je nasledné tfeba Casto obtizné a zdlouhavé rozdé€lovat separaCnimi

technikami (obvykle chromatograficky), aby bylo moZno chemické individuum

19



charakterizovat. PonévadZ se pri procesu cCiSténi latky spotfebuje mnoho materidlu
(rozpoustédel, silikagelu atd.), zvysi se tim podstatné i jeji cena. Navic vytézky takovych
reakci po oddéleni latky ze smési byvaji bidné. Divodi (at uz ekonomickych,

ekologickych atd.) k nalezeni novych proziravéjsich metod syntézy je tedy mnoho.

Jednim ze zptsobii, jakym si chemici usnadiuji praci, je vyroba ndhodné substituovanych,
nijak od sebe neseparovanych derivati CD. Timto zptisobem se napiiklad miZe docilit
lepsi rozpustnosti CD ve vodé sulfonaci nebo u $-CD methylaci (v disledku rozruseni pasu
vodikovych vazeb). TaktéZ lze zajistit dobrou rozpustnost v organickych rozpoustédlech
nahodnou silylaci. Pro fadu aplikaci vSak takovéto CD nejsou postaCujicimi. Jednim
zajimavym prikladem je simulace enzymatického chovani vhodné substituovanymi CD.
Umélé enzymy*' na bazi CD totiz Kkatalyzuji specifické reakce jen pFi splnéni dosti
narocnych podminek kladenych na chemické sloZeni, tvar a orientaci skupin na néj

vazanych.

Druhou moZnosti, jak se vyhnout nepfijemnostem spojenym se separaci, je persubstituce,
pii které se nahradi vSechny dostupné hydroxylové skupiny. Timto zpiisobem lze pro
predstavu kromé rozpustnosti regulovat napf. velikost a tvar vstupu do kavity, ¢imz se

zméni komplexacni vlastnosti a preference CD.

Opravdovou vyzvu predstavuje syntéza monoderivati, pri které je jen jedna jedina
hydroxylova skupina nahrazena jinou, protoZe z principu nic vicenasobnym substitucim
nebrani. Pravé monoderivaty jsou vSak klicové pro tvorbu CD-funkcionalizovanych

polymernich vlaken.

2.7.1 Vybrané 6*-O monosubstituované B-cyklodextriny

V nésledujici sekci se zaméfim na nékteré 6*-O monosubstituované derivaty B-CD, které
jsou dilezité pro tvorbu funkcionalizovanych nanovlédken. Na 3-CD cilim, protoZe se jedna
o nejlevnéjsi a nejpouzivanéjsi formu, se kterou navic sam pracuji. 6*-O derivaty volim
kvili désledku, ktery maji na vyslednou orientaci CD na polymernim vlakné. Jiz v sekci
pojednavajici o vlastnostech CD uvadim, Ze primarni hydroxylové skupiny tvori uzsi cast
vstupu do kavity, bude-li tedy -OH skupina nahrazena na této stran€, po nasledném

navazani na vlakno prostfednictvim substituentu bude CD do prostoru orientovan Sirsi casti
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kavity (obr. 4).

)l( X
Polymerni vlakno

X

Obr. 4: Orientace B-CD na polymernim vlikné p¥i pouziti 6*-O derivati.
Pfi pfipravé monosubstituovanych 6*-O derivati cyklodextrini, vhodnych k modifikaci
vldken je vyhodné si nejprve pripravit 6*-O-tosyl-p-cyklodextrin, protoZe ho lze ziskat
selektivng, tedy existuje moznost vyvarovat se 2*-O a 3*-O derivatim.

6*-O-tosyl-B-cyklodextrin

Literatura udava rtizné zptisoby pripravy této slouceniny (zkracovana na TsO-CD), z nichZ
bych zde zminil dva. Prvni* vyuZiva samotného tosylchloridu (TsCl) v pyridinu, druhd™

imidazolem preaktivovaného v pritomnosti zfedéného hydroxidu sodného.

TsCl,Pyridin
>

O
-S s NaOH, Hzo

OH OTs

Schéma 1: Priprava 6*-O-tosyl-B-cyklodextrinu.
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Druha cesta poskytuje téméf vyhradné monosubstituovany produkt na rozdil od prvni,
kterou vznikne i ur¢ité mnozstvi tosylem disubstituovaného CD. Vyhodou této metody je
tedy vyvarovani se chromatografii, ale jen za cenu nizsiho vytézku (cca 20 % oproti 50 %).
DalSi potiZ spojenou s obéma témito metodami predstavuje nemozZnost pripravy etherovych
derivati alkylového typu v naslednych krocich, jelikoZ pfi ataku alkoxidového iontu
dochazi k odtrZeni protonu z 3-OH skupiny doprovazené eliminaci p-toluensulfonylu
a vznikem 3,6-anhydridu za soucasné inverze cyklu (preklopeni Zidlickové konformace
glukopyranosové jednotky). O néco slabsi nukleofilni ¢inidla (azid, thioacetat) poskytuji
6-deoxy produkty (viz pt. thio- a azido-CD).

6"-azido-6"-deoxy-B-cyklodextrin

Takovato sloucenina vznikne zahfivanim TsO-CD s azidem sodnym nebo azidem lithnym

v DMF*,

NaN; nebo LiN;
»
DMF, T =100 °C

OTs N3

Schéma 2: Priprava 6*-azido-6"-deoxy-p-cyklodextrinu.
Azidovy derivat predstavuje idealni vychozi produkt pro pripravu mnoha dalSich
chemickych sloucenin. Nastroj, pomoci néjZz se nasledné latkové diverzity dosahne, nese
jméno Huisgenova’ 1,3-dipolarni cykloadice a k jeji uskute¢néni potfebujeme na druhém

z reaktantd alkynovy zbytek. Vysledna sloucenina obsahuje tzv. triazolovy kruh.

Nejstarsi verze Huisgenovy reakce je iniciovana pouze zvySenim teploty a poskytuje smés
dvou produkti. Novéjsi vyuziva katalyzy jednomocnou médi, kterou lze ziskat redukci
pentahydratu siranu médnatého askorbatem sodnym a zajisti specificky vznik 1,4-
regioizomeru®. Pokud je vyZadovan 1,5-regioizomer, musi se pfistoupit k znacné sloZitéjsi
katalyze pentamethylcyklopentadienylbis(trifenylfosphin)ruthenium(II) chloridem®

(zkracuji na Cp*RuCl(PPhs),).
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1,4-dioxan, A )_—_/
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Schéma 3: Riizné varianty Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice.
6"-amino-6"-deoxy-B-cyklodextrin

Pfi pFipravé této latky se vychazi z 6*-azido-6*-deoxy-B-cyklodextrinu, ktery je podroben
redukci trifenylfosfinem v pfitomnosti ¢pavkové vody® nebo DMF®. Radikalné&jsi moznost

predstavuje hydrogenace plynnym vodikem za katalyzy na palladiu.

PPh;

>
NHs(aq) nebo DMF

H,, Pd/C

N3 NH,
Schéma 4: Priprava 6*-amino-6"-deoxy-p-cyklodextrinu.
Tento derivat lze pfipojit k vSemoZnym slouceninam obsahujicich karboxylovou skupinu
amidovou vazbou za pomoci DCC (N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid; ve vodé nerozpustny)

nebo EDC [1-ethhyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid . HCI; ve vodé rozpustny].
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Schéma 5: Struktura DCC resp. EDC a jejich vyuziti pri tvorbé amidické vazby.
Propargyl-$-cyklodextrin

Propargylem monosubstituovany -CD jsem pripravoval v ramci experimentalni ¢asti své
prace, proto zde uvedu vycet vSech nalezenych studii, které se jeho moznymi zptisoby

pripravy zabyvaji (viz tabulku niZe).

“vytézky byly urceny z peracetylovanych propargyl-p-CD Vytézek reakce (%)
CD Alkylacni ¢inidlo Reak¢ni podminky 2%-0-  3*0- 6"-O-
1. B propargyl bromid LiH, Lil, DMSO® 30 _ .
2. B propargyl bromid LiH, Lil, DMSO* 39 _ .
3. B propargyl bromid LiH, Lil, DMSO®% 39 L L
4. [  propargyl bromid LiH, Lil, DMSO® 29 _ .
5. B propargyl bromid LiH, Lil, DMSO% 29 _
6. B propargyl bromid 3 ¢q. NaOH, H,O/CH,CN® 25’ 1 13°
7. B propargyl bromid LiH, Lil, DMSO® 4 _ .

Z tabulky je patrné, Ze existuje mnoho védeckych ¢lanki vénovanych 2*-O-
propargylovému derivatu, pouze vSak jedind pojednava o 6"-O- a 3*-O-derivatu. Navic
nebyly v ramci této studie pfipraveny samotné 6*-O- a 3*-O-propargyl-p-CD, ale jen
peracetylované formy®. Tato skuteCnost se stala dalsSim divodem Kk syntéze
a charakterizaci 6*-O-derivétu a snaze izolovat i vedlejsi produkt (3*-O-derivat). Motiv pro
zisk propargylového derivatu CD souvisi s vySe uvedenou Huisgenovou 1,3-dipolarni
cykloadici, kterou mtzZeme uskuteCnit, pokud dopfedu pfipravime azidovy a alkynovy

(propargylovy) derivat a nasledné je tedy kovalentné spojit.
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V naSem pripadé se snaZime pripravit CD-pyrrolovy derivat, ktery poslouZi jako monomer

pro naslednou polymerizac¢ni reakci a funkcionalizaci vlaken.

2.8 Metody tvorby cyklodextriny funkcionalizovanych vlaken

CD funkcionalizovana vldkna Ize z podstaty véci ziskat tfemi zpisoby:
1. tvorbou CD-substituovaného monomeru, jeho polymerizaci a zvlaknénim,
2. roubovanim jiZ hotového vlakna,

3. potazenim vlakna vrstvou polymeru obsahujicim CD.

Kromé vySe uvedenych bych pro tplnost zminil jeSté moZnost navleceni molekul CD na
vldkno (obr. 5¢), ¢imZ vznikne tzv. poly(pseudo)rotaxanovda struktura’ (pravé rotaxany
obsahuji na obou koncich své linearni casti objemné skupiny, které CD neumozZni zpétné
vyvleceni; pseudorotaxany nikoli). Druhou moZnost predstavuje priprava derivati CD,
které maji schopnost vytvorit vlakno sami supramolekularnim shluknutim — tzv. ,self-
assembly“ proces (obr. 5b, A= host, B= B-CD). V obou téchto prfipadech vSak dojde
k obsazeni kavity CD, ¢imzZ se ztrati valna cast aplikacniho potencialu.

5a 5b

__X1 /XZ__
E X

o —n

/

)|<

~U L

5¢c

Obr. 5:Mozné zpusoby funkcionalizace vlaken cyklodextriny.
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Prvnim zptisobem je mozZno vytvorit bud’ vldkno, ze kterého CD jakoby vyriistaji (obr. 4)
nebo CD zabudovat do patefe polymerniho Fetézce pripravou vhodné disubstituovaného

CD, ktery nasledné zpolymerizuje” a miize byt zvlaknén (obr. 5a).

Druha mozZnost pripada v uvahu, pokud sledované polymerni vlakno obsahuje skupiny, se
kterymi by CD derivat mohl reagovat. Vysledek je stejny jako pfi postupu prvnim

zpusobem.

Treti cestou se vydala védecka skupina, jiZz jsem se stal béhem bakalarského rocniku
soucasti. Zahrnuje zvlast pripravu vlaken, ¢ehoZ se zhostila skupina prof. Davida Lukase,
a zvlast' pripravu monomeru pro jejich nasledné potaZeni. Druha cast ukolu prislusi

organickeé sekci.
JiZ jsem zminil, Ze dany monomer obsahuje dvé casti — pyrrolovou a cyklodextrinovou

slozku. Syntéze vhodnych pyrrolovych derivatd se vénoval v ramci bakalarské prace miij

kolega Martin OSkera pod vedenim Ing. Jana Lukaska.

T
TAX

()
cu(l)
T e
! 0 |
— o
N N§N/ /«

Schéma 6: Tvorba cyklodextrin-pyrrolového derivatu.
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Huisgenova médi katalyzovana azid-alkynova 1,4-dipolarni cykloadice, pomoci niZ se
pokusime CD-pyrrolovy derivat vytvorit, patii mezi tzv. click reakce, které nasly Sirokého
uplatnéni i v chemii CD’? a musi podle definice spliiovat nasledujici podminky:
reakce vedou k vysokym vytézkim,
® jsou Siroce aplikovatelné a jednoduSe proveditelné,
® vznikaji pouze takové vedlejsi produkty, které lze jednodusSe
odstranit bez nutnosti chromatografie,
® jsou stereospecifickeé,

probihaji v snadno odstranitelnych rozpoustédlech.

Takovyto synteticky nastroj chemikiim napomaha k rychlé a snadné tvorbé knihoven latek

vSemoznych podob a vlastnosti.

Nami pripraveny derivat CD miZe nabidnout vyuZiti relativné novému, progresivnimu
a velice perspektivhimu oboru tkarového inZenyrstvi®’, pfi tvorbé tkanovych nosici.
JelikoZ se projekt, do kterého jsem se v ramci své bakalarské prace zapojil, zabyva

aplikacemi pravé takového druhu, vénuji jim nasledujici kapitolu.

2.9 Aplikace cyklodextrinu v tkanovém inZenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi predstavuje interdisciplinarni odvétvi stojici na pilifich mnoha obord,
at uZz medicinskych (molekularni a bunécnad biologie, biochemie atd.), tak Ccisté
technickych a inZenyrskych. Za cil si klade kultivaci biomaterialu (bunék a molekul), ktery
by bylo moZno vyuZit v regenerativni mediciné pro opravu resp. nahradu poSkozenych

Casti téla (tkani resp. organi). V cesté ji stoji nékolik prekazek:

(A) Prvnim problémem k feSeni je zdroj biomaterialu. Bud'to 1ze odebrat smés dospélych
bunék (nejlépe z téla pacienta), separovat je podle funkce, poZadovany druh kultivovat
a zpétné implantovat do téla. DalSi pramen, dalo by se fici témér bezednou studnu pro zisk
biomaterialu, pfedstavuji kmenové buriky (SC). Ty jsou podstatné z toho divodu, Ze pfi
déleni matefské kmenové buiiky vznika jedna dcefina diferencovana buiika a jedna dcefina
kmenova burika. Zarodecna linie je tak zachovéna, cyklus se miiZe opakovat a populace
bunék linearné roste. Totipotentni a pluripotentni kmenové bunky (TPS resp. PSC) jsou

dokonce schopné délby na dvé dcefinné kmenové buriky, jejich populace potom bude po
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n cyklech citat 2" ¢lenti. Jedinou limitu teoreticky nekonecné délby takovychto druhii
bunék predstavuje zkracovani telomeri (koncovych ¢asti chromozomi).
Kmenové buriky lze ziskat nékolika zpiisoby:

® 7z embrya ve stadiu blastocysty nebo moruly (ESC),

® izolaci z dospélych jedinci (ASC),

® zvracenim osudu dospélé burky, kdy se diferencované burky

stimuluji tak, Ze se vrati do pluripotentniho stavu (iPSC).

Z etickych divodi je odebirani lidskych ESC zakazéano, jejich zdrojem pro vyzkum jsou
pouze zvifeci (obvykle mysi) embrya. Nékteré kmenové bunky lze vSak ziskat i z téla
dospélého jedince nebo dokonce transformaci zralé somatické burnky. Bunécny zvrat
v pripadé tvorby iPSC se uskute¢ni prostiednictvim inzerce nékterych gent virovym
vektorem. Druhd a zejména tfeti moZnost se zda slibnou, jelikoZ poskytuje relativné
jednoduchou metodu ziskani kmenovych bunék velmi podobnych tém embrionalnim bez

vstupu do Sedé mravni zény.

(B) Dalsim dtlezitym tkolem, leZicim zejména na bedrech bunécnych biologf, je nutnost
objasnit pfesné mechanizmy speciace bunék. Ukazuje se, Ze podstatné jsou v tomto
procesu nepatrné zmény fyzikalné-chemického prostredi. Pro predstavu jedna sada hodnot
pH, teploty, ale i tlaku a dalSi faktort da vzniknout burikdm svalovym, jiné sady hodnot

iniciuji diferenciaci PSC do bunék koZnich, jaternich, srdecnich atd.

(C) Tteti hlavni tlohu predstavuje konstrukce vhodnych tkanovych nosici, které by zastaly
funkci extracellularniho matrixu (ECM). Jedna se tedy o Cisté technicky problém, na némz

pracuji hlavné polymerni fyzici, synteticni chemici a konstruktéfi.

ECM bunkam poskytuje nejen strukturni oporu pro proliferaci, ale i vhodné biochemické
prostfedi, moZnost migrace a vzdjemné komunikace. V disledku toho se podili i na
procesu diferenciace a ovliviiuje podobu resp. tvar vysledného organu. Pti tvorbé umélého
ECM je tieba davat dobry pozor na vybér materialu. Voli se predevsim rtizné druhy pén,
hydrogelti a polymernich vldken. V tomto ohledu se ukazaly nedocenitelnymi nanovlakna,

diky velké porozité (material se snaze uchyti) a velkému mérnému povrchu
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(priznivy pomér povrch : hmotnost). Svymi vlastnostmi se tedy bliZi pfirozené architekture
mezibunécného prostoru. Nejcastéji se nanovldkna pripravuji elektrostatickym
zvldkiiovanim (electrospinning), kvili nejvétsi efektivité této metody, kdy se kapilarni
vldkna vytahuji z trysky pomoci silného elektrostatického pole. Kromé tohoto zpisobu
pripravy lze nanovlakna pripravit i jinymi, méné efektivnimi metodami, které se vsak

presto mohou ukazat pfinosné pro tvorbu vlaken z biologickych materiali.

Vhodna vlakna mohou byt pripravena z prirodnich latek (vétSinou bilkovinné nebo
polysacharidové podstaty; napf. kolagen, kyselina hyaluronova, fibroin, Zelatina
a chitosan), ale i latek syntetickych (PCL, PGA, PLA, PU, PEVA, PLLA-CL, PLGA)*. Je
treba pripravit vlakno, které organismus prijme za své nebo takové, jehoZ degradace
nepovede ke vzniku a vylouceni nebezpecnych latek pro télo a zaroven tento rozpad
neohrozi dokonceni pravé probihajici 1écby (buiiky se stihnou dostateCné namnoZit).
Material tedy musi byt biokompatibilni (nevyvolavajici imunitni reakci) a pripadné

biodegradabilni (télem odbouratelny a zpracovatelny).

Rozklad umélého ECM lze nacasovat pouZitim polymeru s vhodnou chemickou stavbou
a stupném polymerace. Parametry roztoku, ze kterého se zvlakiuje, jako napf. viskozita
a povrchové napéti, predurci primeér vldken. DalSi vlastnosti vlaken lze ovlivnit Cisté
procesnimi technikami. Napfiklad midZe byt docileno kontroly trajektorie praveé
vznikajiciho vlakna prostfednictvim elektrického pole. Takovymto zptisobem lze pfipravit
vysoce orientovana nanovlakna, ktera se ukazuji byt stéZejni pri konstrukci ECM pro
péstovani nervovych drah, jelikoZ vedou jejich rtst a podporuji zrani Schwannovych

bunék®.

Neuralni tkané jsou vedle pojivovych tkani predmétem hlavniho zdjmu soucasnosti, jelikoz
jejich schopnost prirozené regenerace je velmi Spatna, v nékterych pripadech i nulova
(kloubni chrupavky). Pomalu se pak tvorici jizva neni schopna plnohodnotné zastat funkci
pivodni zdravé tkané a takto postihnuty Clovék si nese trvalé nasledky, které v pripadé
preruSeni hlavni synaptické drahy (michy) vedou k doZivotni paralyze. Implantaci in vitro
pripravenych neuront by se poté mohlo dosahnout premosténi poskozené oblasti a s tim

souvisejici obnovou pohybovych schopnosti pacienta.
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K uspésné tvorbé nervovych drah je kromé bézné postacujicich podminek pro péstovani
jinych druhii tkani (kyslik, pH, teplota, osmoticky tlak, vlhkost, Ziviny, rtstové faktory
atd.) navic tfeba zajistit elektrickou stimulaci bunék. K tomu vSak potfebujeme vodiva
vlakna, ktera by elektrické impulzy prenasela. NaneStésti Zadny z vySe uvedenych

polymernich materiali toto kritérium nespliiuje a je tedy nutno hledat materialy nové.

Prvni moZnosti, jak se vyporadat s timto problémem je vytvorit pfimo vodiva vlakna ze
slouCenin, které obsahuji konjugované dvojné vazby a poskytuji tak delokalizované
vodivostni m-elektrony a zarovenl jsou polymerizovatelné. Mezi hlavni predstavitele
vodivych polymert dneSka patii predevSim polypyrrol, polyacetylen, polythiofen
a polyanilin (obr. 6). Znamych jich je ale podstatné vice (pfes 25)*.

oY O Y
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Obr. 6: a) polypyrrol; b) polyacetylen; c) polythiofen; d) polyanilin
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Druhou cestu vedouci k cili predstavuje povrstveni nevodivych vlaken konduktivnimi
polymery. Pravé timto smérem jsme se rozhodli vydat, protoZe lze vhodné zvoleny
monomer substituovat CD a tak vznikajicim polymerem obalovana vladkna nejen ucinit
vodivymi, ale i funkcionalizovat CD. Za zéakladni, nosny material bunéc¢ného leSeni byl
prozatim zvolen PCL (dale se bude testovat PEO, PVB, PMMA) pro letité zkuSenosti
snim, resp. osvédCenou biokompatibilitu. Z kapky roztoku tohoto polymeru se
mechanicky (na rozdil od elektrostatického zvladkniovani) vytahuji vysoce orientovana
vldkna metodou zvanou ,drawing®. Do jisté miry se daji orientovana vlakna pripravit
i elektrostatickym zvlakiovanim, avSak stupen orientace timto zplisobem pripravenych
vlaken je niZsi. Spoluprace fakulty textilni a strojni v predeslych letech prinesla vynalez
pojmenovany ,,mikromanipulator®, znacné urychlujici proces ptipravy tkanovych nosict.

Takto pripravena PCL vldkna je ddle tfeba potdhnout vrstvou polypyrrolu (Ppy), tedy
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polymerem, ktery v sobé nese potencial stat se vodivym. Samotny PPy v Cisté formé ma
totiZ konduktivitu nizkou a aZ procesem zvanym dopovani se ziska jeho vodiva forma®.
Princip dopovani spociva bud’ v oxidaci (p — typ; dérova vodivost) nebo redukci (n — typ;

elektronova vodivost), kterouzto reakci doprovazi zaclenéni odpovidajiciho protiiontu.

Teoreticky model objasriujici dopovaci efekt konstruujeme nasledovné®’:

a) Existuji dvé energetické sféry podstatné pro vyjasnéni tohoto jevu — valenc¢ni
a vodivostni. Valencni sféru predstavuje nejvyssi energeticka hladina okupovana
elektrony, vodivostni naopak nejniZsi neobsazena (v zakladnim stavu).

b) Aby se elektron stal vodivostnim, musi pfekonat energetickou bariéru mezi témito
dvéma hladinami (ziska tim volnost v pohybu).

c) BéZné polymery maji plnou valen¢ni a prazdnou vodivostni slupku a mezi nimi
velkou energetickou diru.

d) Dopovanim vzniknou nové mezihladiny, ¢imzZ se sniZi energeticka bariéra.

e) Vysledkem je zvySeni koncentrace nosici naboje, které se mohou volné pohybovat

po polymernim Fetézci.

Ted uz muiZe byti feCeno, co bylo dfive zamlceno, tedy Ze slouceniny s konjugovanymi
dvojnymi vazbami jsou kandidaty pro zvoleni do funkce vodivych polymerd pravé pro
jejich mensi energetickou diru, ktera je navic dopovanim dale zuZena. Dopanty mohou byt
malé ionty soli, peptidy, polysacharidy, proteiny nebo i dalSi molekuly

(napf. p-toluensulfonova nebo hyaluronova kyselina).

Vodivy Ppy lze pripravit bud’ chemicky (reakcni smés obsahuje monomer, oxidacni ¢inidlo
a dopant rozpustény v roztoku) nebo elektrochemicky (systém v tomto pripadé tvori tfi
elektrody — anoda, katoda, referencni elektroda a elektrolyt, ktery zastupuje funkci
dopantu. Prvni zptisob poskytuje témér nerozpustny, tmavé modry prasek, druhy na anodé
se tvorici, zna¢né vodivéjsi tenky film*.

Pokud chceme polypyrrolem pokryt PCL vldkna, neni nic jednodu$siho neZ je pred
samotnou polymerizaci ponofit do roztoku, ve kterém polymerizaci provadime. Vznikajici

polypyrrol pak diky znacné afinité k povrchu vlakna obali.

Vladkna tohoto typu v3ak uz byla dfive mnohymi pfipravena (napf. literatura®). Nami

31



vyvijené tkanové nosiCe se stanou unikatnimi aZ prostfednictvim funkcionalizace
cyklodextriny. Jsou zndmy mnohd vodiva vldkna* a mnohd vldkna funkcionalizovana
CD*>">? dokonce i ty polykaprolaktanova®, nicméné neexistuje podle vSeho jediny ¢lanek
pojednavajici o CD funkcionalizovanych vodivych vlaknech. Pravé CD vSak mohou byt
poslednim chybéjicim dilkem do skladanky vysoce sofistikovanych tkanovych nosict,
které se svymi vlastnostmi natolik ptibliZi pfirozené struktufe ECM, Ze uZ buiiky nepoznaji

rozdil a rady se na takovém povrchu uchyti a hojné rozmnoZzi. Hned vysvétlim dtvod.

Prirozené ECM se skladaji z gelu polysacharidid a fibrilarnich proteinti, hlavné kolagenu
a elastinu. Kromé téchto zdkladnich stavebnich latek je tu jeSté navic pritomen
glykoprotein fibronectin, kteryzto pravé zprostfedkovava vazbu bunék na extraceluldrni
matrici a naslednou migraci po jejim povrchu prostfednictvim tzv. integrini. Zdali se
adheze na vlakno uskutecni, zavisi na tom, jestli integriny naleznou a nasledné nasednou
na specifické aminokyselinové sekvence ECM. V pripadé uméle vytvorenych vlaken, které

maji byt pouZity jako tkanové nosice, vSak takovéto useky k nalezeni nejsou.

Problém lze vyfteSit pravé pomoci CD komplexaci peptidi se spravnymi sekvencemi
(obr. 7). Aby se supramolekularni utvar vytvoril, stati na jeden z koncl Tetézce
biomolekuly napojit aromatickou (hydrofobni) slou¢eninu (substituované benzeny patfi
mezi hosty, ktefi s CD tvofi jedny z nejsilnéjSich inkluznich komplexii). Pokud je
sledovana organickda molekula dostatecné lipofilni sama o sobé, nemusi se potom

k aromatické substituci viibec pristupovat.
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Obr. 7: Komplexace biomolekuly

(X, zprostredkuje vazbu mezi PPy a CD; X je libovolné orientovany benzenovy

yees

Podobnym zptisobem lze na kavitu CD sekundarné vazat a tim do blizkosti umélého ECM
dopravovat libovolné dalsi latky (signdlni molekuly, ristové faktory...), jeZ buikam
pomohou v riznych fazich Zivotniho cyklu. Jinymi slovy se tedy zapojenim CD otevie
moznost relativné jednoduchym zplisobem zasahovat do intimniho chemicko-fyzikalniho

prostredi téchto elementarnich stavebnich jednotek Zivych systémii.

Pro lepsSi porozuméni a ziskani nadhledu nad celym projektem bych zavérem reSersni Casti

veskeré nase pocinani shrnul do ¢tyt bodi a doplnil je ndzornou ilustraci (viz obr. 8):

i.) Budou vytvorena vysoce orientovand vlakna s riznym primérem.
ii.) Nasledné bude provedena polymerizac¢ni reakce, prostfednictvim
niZ se vlakna funkcionalizuji CD a zaroven se stanou vodivymi.
iii.) Do kavity CD budou komplexovany napomocné biomolekuly.

iv.) Nakonec bude pristoupeno k osazeni tkanového nosice burikami.
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Napomocna
biomolekula Buika

Obr. 8: Modifikace vlaken — tvorba tkanového nosice.
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3 Experimentalni cast

Byla pouZita rozpoustédla zakoupena od firmy Ing. Petr Svec — Penta, s.r.o. a Lach — Ner,

s.r.0. Chemicka ¢inidla a vychozi latky byly dodany od firmy Sigma — Aldrich.

Zdarilost reakci byla kontrolovana pomoci TLC, pro kterou poslouZily hlinikové desticky
se silikagelem 60 F»s. (Merck, Némecko) a po jejich vyvinuti ve vhodném eluentu byly
namacené do 50 % kyseliny sirové a karbonizovany horkovzduSnou pistoli. Pro
sloupcovou chromatografii poslouzil silikagel o velikosti c¢astic 40 - 63 ym od firmy
ZEOprep®. Jako iontoménic byl pouzit Dowex® 50WX2 v H" cyklu. Hmotnostni spektra
byla naméfena na pristroji AB SCIEX 3200 Q TRAP LC/MS/MS System. Ramanova
spektra byla méfena na mikroskopu DXR (Nicolet, Theromfisher, USA), laser 532 nm,
vykon laseru 7 mW, apertura 25 pm pinhole, Cas expozice 2 s, poCet expozic 100, objektiv
10x, s pouZzitim korekce na fluorescenci - polynomu 6 stupné. Infracervena spektra byla
méfena na pristroji Nicolet iZ10 (Nicolet, Thermofisher, USA), technika ATR - Ge krystal,
spektralni rozsah 4000 - 700 cm™, rozliSeni 4 cm™, 16 skent vzorku, 32 skend pozadi,
korekce na atmosféru a zakladni linii. 'H a "*C (APT) experimenty byly méfeny na pFistroji
Agilent 400-MR DDR2 s pracovni frekvenci 399,94 MHz pro 'H NMR a 100,58 MHz pro
C NMR.

3.1 Priprava per-O-acetyl-6*-O-propargyl-g-cyklodextrinu

Byl odvézen B-CD (10 g, 8,81 mmol) v praSkové podobé na analytickych vahach
a provedeno rozpusténi v roztoku NaOH (18 g, 450 mmol). Roztok byl poté zchlazen na
0 °C a byl do néj pridan propargyl bromid (1,5 ml, 80% roztok v toluenu, 13,20 mmol).
Smés byla ponechdna michat 23 hodin pfi laboratorni teploté. Produkt byl neutralizovan
96 % H,SO, a vysraZzen acetonem (2,3 1). Produkt byl zfiltrovan na frité S4. Pevna faze
byla extrahovéana zahfatim v 50 % MeOH ve vodé (250 ml) k varu a znovu filtrovana.
Nasledné byla provedena TLC. Jako mobilni faze byla pouZita smés rozpoustédel
n-PrOH : H,O : EtOAc : NH,OH v poméru 6 : 3 : 1 : 1. Po ponoreni do kyseliny sirové
a karbonizaci byly ve smési odhaleny Ctyfi latky, z cehoZ jedna odpovidala
nezreagovanému [3-CD a dalsi tfi po fadé mono-, di- a trisubstituovanému produktu. Filtrat
byl odpafen na RVO a dosuSen destilaci s n-PrOH. Produkt byl adsorbovan na silikagelu

(30 g) a byla provedena sloupcova chromatografie na 300 g silikagelu (stacionarni faze) za
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pouZiti mobilni faze n-PrOH : H,O : NH,OH v poméru 7 : 3 : 1. Jimana frakce
monosubstituovanych derivati byla odpafena na RVO a dosuSena destilaci s n-PrOH.
Celkem bylo ziskdno 2,504 g (2,13 mmol) monosubstituovaného produktu ve formé bilé
krystalické latky, ktery byl dale acetylovan pridavkem acetanhydridu (12,5 ml, 132 mmol)
a triethylaminu (12,5 ml, 89,62 mmol). Tato smés byla ponechana michat na 1 h pfi 130 °C
a poté na 17 h pri 80 °C. Reak¢ni produkt se stal tmavé c¢ervenym az hnédym. Produkt byl
vytfepan s roztokem CH3Cl : HCI (5%) v mnozZstvi 250 ml : 250 ml. Spodni (hnéda) faze
byla jimdna a odpafena na RVO. Nasledné byla provedena kontrolni TLC

(eluent CHCl; : MeOH v poméru 20 : 1), kterd poukazala na pritomnost tfi izomerd ve
smési. Bylo tedy pristoupeno k chromatografii na 255 g silikagelu pfi pouZiti mobilni faze
CHCIl; : MeOH v poméru 100 : 1. ProtoZe doSlo pouze k oddéleni necistot, nikoli
samotnych izomerd, byla chromatografie zopakovana jesté jednou. Po odpafeni Cistych
frakci byl produkt zvaZen na analytickych vahach. Vysledkem byl zisk per-O-acetyl-6*-O-
propargyl-B-cyklodextrinu (bilé krystalické latky) v mnoZstvi 2,3 g (vytéZek 13 %).

Spektralni data se shoduji s publikovanymi®,

3.2 Priprava 6*-O-propargyl-p-cyklodextrinu

Nejprve byl pripraven roztok NaOMe v MeOH (10,7 ml, 0.1 M), ke kterému byl nasledné
pridan per-O-acetyl-6"-O-propargyl-B-cyklodextrin (412 mg, 0,2 mmol) a smés byla
ponechana michat pri laboratorni teploté 1,5 hodiny. Reakce byla ukoncCena pfidavkem
H,O (7 ml). Byl odvaZen ionex (5 g) a pridan do 50 % MeOH ve vodé (20 ml).
Nabotnalym ionexem byla naplnéna kolona, pres kterou byl produkt ponechan protéct za
pouziti 50 % MeOH ve vodé jako eluentu. Jimané frakce byly odpafeny na RVO. Vysledné
byl ziskan 6%-O-propargyl-B-cyklodextrin (bily krystalicky produkt) v mnoZstvi 214 mg
(vytéZek 89 %).

"H NMR (400 MHz, CD;0D/D,0): § = 5,03 — 4,99 (m, 7 H, 7 x H-1), 4,29 (dd, J = 15,9,
2,4 Hz, 1 H, -CH>-C=), 4.21 (dd, J = 15,9, 2,4 Hz, 1 H, -CH,-C=), 3,94 — 3,48 (m, 42 H, 7
x H-2, 7 x H-3, 7 x H-4, 7 x H-5, 14 x H-6), 2,93 (t, J = 2,4 Hz, 1 H, -C=CH) ppm.
C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § = 102,6 — 102,1 (7 x C-1), 82,1 — 70,6 (7 x C-2, 7 x C-
3, 7 x C-4, 7 x C-5), 81,8 (-C=), 77,2 (=CH), 70,6 (C-6"), 60,3 — 60,1 (6 x C-6), 58,1 (-
CH,-C=) ppm. IR (ATR): v = 3333, 2928, 1154, 1079 cm™. MS (ESI): m/z pro
C4sH7,0O3sNa vypocteno [M + Na]* 1195,4; nalezeno 1195,0.
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4 Vysledky a diskuse

Syntéze 6*-O-propargyl-B-cyklodextrinu se zatim nikdo nevénoval. Existuje sice jedna
studie’” vénovand immobilizaci CD na chitosan, v jejimZ ramci autofi uvadi reak¢ni
schéma, ve kterém je 6*-O-propargyl-p-cyklodextrin uveden jako produkt reakce, ale po
blizSim seznameni s timto ¢lankem, mi jisté date za pravdu, Ze je to studie ledabyla a jeji

vysledky tudiZ nedtvéryhodné. Podivejme se tedy na tento ¢lanek pod drobnohledem.

V tivodu je predstavena reak¢ni cesta zvolena pro syntézu 6*-O-propargyl-B-cyklodextrinu,
kterym poté roubuji chitosan za pomoci Huisgenovy médi katalyzované azid — alkynové
cykloadice. PonévadZ tedy slibuji navazat cyklodextrin na chitosan pres propargyl na
primarni hydroxylové (6-OH) skupiné, ocekaval bych, Ze se budou syntéze této latky
vénovat v experimentalni sekci. V té vSak pripravovanou latku nazyvaji ,,(2-propargyl)-
amino-deoxo-B-cyklodextrin®, coZ je zaradzZejici uz jen z toho hlediska, Ze za uvedenych
podminek rozhodné aminoskupina vznikat nemohla. To vSak pro nas neni tak podstatné,
jako skutecnost, Ze i kdyby se snaZili pfipravit 6-O-derivat, uvedenym postupem ziskaji jen
smés mnoha latek. Kromé poZadovaného 6-O-derivatu se v ni bude vyskytovat i znacné
mnoZstvi 2-O- a urCity podil 3-O-derivatu. A to jenom pokud jde o monosubstituované
produkty, velké mnozZstvi izomert s sebou nesou produkty vicesubstituované. Autori vSak
od sebe jednotlivé latky nijak neoddélovali, coZ bude nejspis diivodem, proc¢ ke své praci
nepriloZili NMR spektra, kterd by odhalila jejich nediikladnost. DalSi nedostatek
predstavuje chybéjici charakterizace produktu na hmotnostnim spektrometru, ktery by
jasné ukazal, zdali vznikaly pouze produkty monosubstituované (jak nam autofti tvrdi) nebo

i produkty vicesubstituované.

Naproti tomu mnou provedend syntéza, inspirovand metodou pfipravy 6*-O-propargyl-p-
cyklodextrinu”, zahrnovala mnoho chromatografickych krokt, pfi kterych se Cisté

chemické individuum ziskat podafilo, coZ potvrdila rozsahla a kvalitni charakterizace.

Nejprve byla provedena pilotni studie, pfi které jsem pracoval s pétkrat mensim mnoZstvim
vychozi latky resp. veSkerych dalSich chemickych ¢inidel pouzitych v pribéhu syntézy.
VytéZzek ziskany na konci této prvotni studie byl procentudlné nizsi, coZz mohlo byt

zplsobeno ztratou Casti produktu pri opakované extrakci 50 % MeOH ve vodé po reakci
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s propargylbromidem, provadéné za tucelem odstranéni siranu sodného. Dal§im diivodem
ubytku vytézku byl vétsi podil 2-O- a 3-O-derivatl ve smési, neZ pfi opakovani syntézy ve
velkém, coZ poukazuje na mozZzné nedostateCné mnoZstvi hydroxidu sodného v reakc¢ni
nasadé pilotni studie. Diky pfitomnosti nezanedbatelného mnoZstvi per-O-acetyl-3*-O-
propargyl-B-cyklodextrinu ve smési, bylo pristoupeno k chromatografii, za icelem jeho
separace. Oddéleni se ale bohuZel nezdafilo. 2*-O-propargyl-B-cyklodextrin je zndm

v acetylované i deacetylované formé, od jeho separace bylo tedy ustoupeno.

PTi opakovani syntézy za pouZiti vétSiho mnoZstvi vychozi latky byla extrakce za ucelem
oddéleni siranu sodného provadéna pouze jednou, aby se predeSlo pfipadnym ztratam.
Nasledné bylo pristoupeno k chromatografii, pomoci nizZ se napoprvé podatilo oddélit jen
trisubstituované a malé mnozZstvi disubstituovanych derivati B-CD. Zbytek smésnych
frakci byl odparen, znovu adsorbovan na silikagel. Druha chromatografie pfinesla jisty zisk
monosubstituovanych produktt, ale pro zvysSeni vytézku byla opakovana jesté napotieti se
zbylymi smésnymi frakcemi, ¢imZ se podarilo ziskat téméf veSkeré pritomné mnoZstvi

kyZené latky.

Monosubstituované produkty bylo nasledné tfeba acetylovat, aby bylo moZno od sebe
rozdélit jednotlivé izomery. Pfi nasazeni reakce nebyl do zahfivané olejové lazné umistén
teplomér regulujici vykon variCe, takZe doSlo k doCasnému prehrati soustavy. Po cca
hodiné bylo vSak nedopatfeni napraveno a reakce zbylych 17 hodin béZela pfi
pozadovanych 80 °C. Jediny pozorovany efekt prehrati reakéni smési byl nartist mnozstvi
tmavé olejovité hmoty (pfi pilotni studii produkt acetylaci nabral nacervenalé barvy; pri
prehrati reak¢ni smés spiSe aZ zhnédla). Takto vzniklé necistoty se podafilo oddélit pri
prvni chromatografii. Samotny per-O-acetyl-6"-O-propargyl-B-cyklodextrin se podafilo
separovat aZz po chromatografii druhé, pfi které byla koncentrace eluentu gradientem
zvySovana ze 100 : 1 na20 : 1 (CHCI; : MeOH). Dalsi dvé izolované frakce byly tvoreny

smési 2-O- a 6-O-izomert (865 mg, al) resp. smési 3-O a 6-O-izomert (175 mg, a2).
Vzorek ze smésnych frakci al. byl odeslan na 'H NMR analyzu. Pfes integralni intenzity

pikti ve spektru bylo poté mozno odhadnout pomér pfitomnych 2-O- a 6-O-derivati (1 : 4).
Kdyby se tedy teoreticky podafilo zcela oddélit tyto dvé frakce, bylo by navic ziskano
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688 mg per-O-acetyl-6*-O-propargyl-p-cyklodextrinu a celkovy vytéZek by byl vyssi
04 %. Vytézek per-O-acetyl-6*-O-propargyl-p-cyklodextrinu byl vsak po prvnich dvou
chromatografiich dostate¢ny (shodoval se z literaturou udavanym vytéZkem®) a smés al.

tedy nebyla rozdélovana.

Naopak co se smési a2. tycCe, bylo projeveno velké usili oddélit od sebe 3-O- a 6-O-
derivaty, aby bylo nasledné moZno provést deacetylaci s 3-O-derivatem za zisku literaturou
necharakterizované latky. BohuZel i po mnohokrat opakované chromatografii provadéné
s riznym pomérem sloZek eluentu (CHCl; : MeOH), bylo oddéleno pouze malé mnozstvi
6-O-derivatu (50 mg), ktery drobné zvysil celkovy vytézek, avSak 3-O-derivat z kolony
nadale vytékal ve smési s 6-O-derivatem. Po tydenni snaze navic kvili dlouhodobému
vystavovani CD kyselému prostfedi (CHCIl;) zacal produkt degradovat (pravdépodobné
zaCaly na nahodnych pozicich kruhu odpadéavat acetylové zbytky a moZna doSlo
i k rozpadu cyklu). Snaha byla tedy na zakladé nepriznivych vysledki, na které poukazala
TCL, ukoncena. Nezdartila separace tohoto vedlejSiho produktu nejspiS souvisela s jeho
nizkou koncentraci ve smési oproti 6-O-derivatu, coZz je svym zplsobem pozitivni

skuteCnost, protoZe primarné vyZadovany byl pravé 6-O-derivat.

Chromatografie celkové byla dosti ¢asové narocnda, jak v piipadé oddélovani produkti
s riznym stupném substituce, tak i jednotlivych monosubstituovanych izomerti. Zvlasté ty
bylo pochopitelné téZké oddélit, vzhledem k jejich nepfiliS rozdilné afinité k eluentu
i silikagelu. Kviili tomu musela byt zvolena pomalu nesouci mobilni faze, které bylo pres
kolonu prolito v fadu desitek litri a produkt musel prostupovat pies velké mnoZstvi
staciondrni faze, tj. silikagelu, aby se stacil oddélit. Cisty per-O-acetyl-6*-O-propargyl-p-

cyklodextrin se podafilo ziskat aZ paty den souvisle trvajici prace.
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Schéma 7: Postup pripravy per-O-acetyl-6*-O-propargyl-B-cyklodextrinu.

S Casti této latky byla poté provedena tzv. Zemplénova deacetylace za zisku 6*-O-
propargyl-B-cyklodextrinu. K deacetylaci bylo pfistoupeno kvuli Spatné komplexacni
schopnosti acetylované formy CD. Vzhledem k nejistoté, zdali nebude vyhodnéjsi
k deacetylaci pristoupit aZ po provedeni click reakce s pyrrolovym derivatem nebo
dokonce aZ po navazani na vldkna, byla deacetylovana jen cast latky, aby bylo moZno

v budoucnu vyzkouSet i dalSi z moZnosti.
Reakce poskytla produkt s deprotonovanymi hydroxylovymi skupinami, které byly

protonovany ionexem. ProtoZe prvni vysledky '"H NMR spektroskopie poukézaly na urcité

mnoZstvi octanu sodného, byl produkt jesté jednou ponechan katexem protéct, aby se octan
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sodny prevedl na octovou kyselinu, kterou lze odpafit. Nakonec byl produkt vysuSen na

olejové pumpé s vyuzitim kapalného dusiku.

- O
@)
e
HO
MeONa/MeOH= OH
OHO
OH lg

Schéma 8: Postup pripravy 6*-O-propargyl-pB-cyklodextrinu.
Produkty byly charakterizovany pomoci '"H NMR a *C NMR. Na 'H NMR spektru per-O-
acetyl-6*-O-propargyl-B-cyklodextrinu (obr. 9) lze vidét, Ze se latku podafilo ziskat ve
velice Cisté formé, jelikoZ veSkeré pritomné piky odpovidaji signalim vodikdi na
pripravené sloucCeniné. Vyhodou peracetylovanych forem monosubstituovanych CD je
snaz$i interpretovatelnost signélti a snadnd identifikace izomerti pouze na zdkladé 'H NMR
spekter, bez nutnosti pouZziti 2D NMR techniky. Pro CD monosubstituované skupinami
obsahujicimi dvojnou nebo trojnou vazbu totiZ plati nasledujici skute¢nosti:
® JestliZe je signal vodiku 2* posunut z obvyklych 4,8 ppm o 1,5 na 3,3 ppm, jedna se
o 2%-O-izomer. Charakteristicky signal (dublet dubletu) lze pak pozorovat mimo
region signalt vodiki acetylovych skupin.
® Paklize se chemicky posun signalu vodiku 3" sniZi o cca 1,5 ppm, jedna se o 3*-O-
izomer. Dale dojde ke sniZeni integralni inzenzity tohoto vodiku o 1 (v pfipadé
B-CD ze 7 na 6).

® Pokud nedojde k Zadné z vySe uvedenych zmén, jedna se o 6*-O-derivat.

Dalsi charakterizace:
® Hmotnostnim spektrometrem byla experimentalné potvrzena vypoctena hodnota
molekulové hmotnosti 6*-O-propargyl-B-cyklodextrinu.
@ Pritomnost trojné vazby v 6*-O-propargyl-B-cyklodextrinu byla potvrzena téz

pomoci Ramanovy spektroskopie (signal 2117 cm™).
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Obr. 9: 'H NMR spektrum per-O-acetyl-6*-O-propargyl-B-cyklodextrinu.
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Obr. 10: 'H NMR spektrum 6*-O-propargyl-p-cyklodextrinu (méfeno v MeOD/D,0).
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5 Zavér

Teoreticka ¢ast bakalarské prace zprvu uvadi do problematiky chemie CD a jejich derivat.
Pokracuje oddilem o moznych zptisobech funkcionalizace vlaken CD a déle pak kapitolou
o bioaplikacich cyklodextrini. Zvlasté posledni kapitola je psana s interdisciplinarnim
nadhledem a diirazem na souvislosti, avSak bez ustupki faktické spravnosti. Umoziuje tak
rozsahly a uceleny vhled do problematiky tkanového inZenyrstvi a predevsSim konstrukce

tkanovych nosi¢li nové generace.

Experimentalni Cast prace se vénuje zejména syntéze a charakterizaci derivatd
cyklodextrini vhodnych k modifikaci nanovldken. Jednalo se o per-O-acetyl-6*-O-
propargyl-B-cyklodextrin a 6*-O-propargyl-B-cyklodextrin. VytéZzek prvni latky se
shodoval s tim literaturou uvadénym. Druhou latku zatim nikdo neizoloval

a necharakterizoval.

Struktura a Cistota produkti byla ovéfovana 'H NMR, C NMR, FTIR, Ramanovou

a hmotnostni spektroskopii.

S pripravenymi produkty bude v ramci pokracovani praci na projektu uskutecnéna click
reakce s pyrrolovym derivatem. Nasledné bude pristoupeno k modifikaci vlaken CD-
pyrrolovym derivatem a budou hledany vhodné biomolekuly, jeZ by se komplexaci
sekundarné navazaly na kavitu CD a pomohly buiikdm pfi adhezi. Nakonec bude funk¢nost

takovéhoto nové vytvoreného, vysoce sofistikovaného tkanové nosice testovana.
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