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1. ªÖÏÄ 
Kyselina hyaluronov§ (HA) se dostala do povŊdom² ġirok® veŚejnosti jako Ăz§zraļn§ñ 

pŚ²sada pŚ²pravkŢ proti st§rnut², jako vĨplŔ mŊkkĨch tk§n² pŚi augmentac²ch
*
 ļi souļ§st 

potravinovĨch doplŔkŢ. Rozsah aplikac² tohoto polymeru je vġak mnohem ġirġ² a 

seri·znŊjġ². Kyselina hyaluronov§ nalezla vyuģit² v medic²nŊ, a to zejm®na v oblasti 

tk§Ŕov®ho inģenĨrstv², nosiļŢ l®ļiv ļi oļn²m l®kaŚstv². Kyselina hyaluronov§ je totiģ tŊlu 

vlastn² l§tka s cenŊnĨmi vlastnostmi (napŚ²klad biokompatibilita, biodegradabilita, snadn§ 

rozpustnost ve vodn®m prostŚed²), kter® pr§vŊ tyto aplikace umoģŔuj².  

Zejm®na oblast farmaceutick® chemie zabĨvaj²c² se nosiļovĨmi syst®my l®ļiv zaloģenĨmi 

na HA pŚitahuje v posledn²ch letech velkou pozornost. Tento fakt souvis² s  narŢstaj²c²m 

procentem vĨskytu z§vaģnĨch onemocnŊn² a z§roveŔ rychle se vyv²jej²c²m 

farmaceutickĨm vĨzkumem zamŊŚenĨm na l®ļbu tŊchto onemocnŊn². Z povahy sv® 

struktury vġak slibn® ¼ļinn® l§tky mnohdy vykazuj² vlastnosti, kter® limituj² jejich vyuģit². 

Nosiļov® syst®my mohou tyto nedostatky ļ§steļnŊ nebo ¼plnŊ potlaļit a umoģnit tak 

l®ļivu efektivnŊ vyuģ²t svŢj potenci§l.  

I pŚes velkĨ z§jem mnoha vĨzkumnĨch tĨmŢ o tuto oblast chemie je funkļn²ch, a striktn² 

parametry splŔuj²c²ch, nosiļovĨch syst®mŢ st§le nedostatek. Na nosiļov® syst®my jsou 

kladeny pŚ²sn® n§roky a aplikace mnoha navrģenĨch deriv§tŢ ztroskot§ na nesplnŊn² 

na prvn² pohled nevĨznamn®ho parametru.  

Nosiļov® syst®my ļasto nejsou schopny inkorporovat dostateļn® mnoģstv² l®ļiva a nejsou 

tud²ģ dostateļnŊ efektivn². Velice dŢleģitĨm parametrem je rovnŊģ kompatibilita l®ļiva a 

nosiļov®ho syst®mu. Mezi l®ļivem (kter® je zpravidla hydrofobn²ho charakteru) a 

hydrofobn² ļ§st² nosiļov®ho syst®mu pŢsob² Śada fyzik§ln²ch interakc² a je pŚ²nosn® je 

vyuģ²t tak, aby podpoŚily inkorporaci l®ļiva do nosiļov®ho syst®mu.  Na druhou stranu, 

ide§ln² nosiļovĨ syst®m mus² bĨt navrģen tak, aby byl dostateļnŊ univerz§ln² pro ġirokou 

Śadu l®ļiv.  

                                                           
*
 ½ǾŠǘǑŜƴƝ ǳǊőƛǘŞ őłǎǘƛ ƭƛŘǎƪŞƘƻ ǘŠƭŀ όƴŀǇǌΦ ǊǘǻΣ ǇǊǎƻǳύ ǇƻƳƻŎƝ ǾƭŀǎǘƴƝ ǘƪłƴŠ ƴŜōƻ ƛƳǇƭŀƴǘłǘǳΦ 
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C²lem t®to pr§ce bylo navrhnout a pŚipravit nosiļov® syst®my zaloģen® na HA, kter® 

splŔuj² vġechna krit®ria na nŊ kladen§ a otestovat jejich funkļnost s modelovĨmi l§tkami. 

D§le bylo nutn® tyto vĨsledky a vlastnosti porovnat s hodnotami zn§mĨch nosiļovĨch 

syst®mŢ a pokusit se vysvŊtlit dŢvod pŚ²padnĨch rozd²lŢ mezi nimi. VŊtġina l®ļiv jsou svou 

strukturou sloģit® molekuly a velmi ļasto tak® obsahuj² n§sobn® vazby a aromatick® kruhy. 

Kl²ļovou ot§zkou v t®to pr§ci tedy bylo, zda zaveden² strukturnŊ podobnĨch substituentŢ 

(aromatickĨch kruhŢ) na HA pŚinese zlepġen² sledovanĨch vlastnost². 
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2. +ÙÓÅÌÉÎÁ ÈÙÁÌÕÒÏÎÏÖÜ 
Kyselina hyaluronov§ (Obr§zek 1) je line§rn² polysacharid, konkr®tnŊ mukopolysacharid,

À
 

pŚirozenŊ se vyskytuj²c² v tŊlech vyġġ²ch organismŢ i u nŊkterĨch kmenŢ bakteri². Poprv® 

byla pops§na v roce 1934 Karlem Mayerem a Johnem Palmerem. Jednalo se o dosud 

nezn§mĨ polysacharid izolovanĨ ze sklivce oka skotu a Mayer s Palmerem zjistili, ģe novŊ 

objeven§ l§tka je tvoŚena aminocukrem a uronovou kyselinou a pojmenovali ji Ăkyselina 

hyaluronov§ñ.
1,2 
Tato l§tka se tak® ļasto oznaļuje jako Ăhyaluron§tñ nebo Ăhyaluronanñ, 

protoģe in vivo se vyskytuje jako polyaniont (kaģd§ glukuron§tov§ jednotka HA nese 

na karboxylov® skupinŊ z§pornĨ n§boj, kterĨ je vyv§ģen kationty, napŚ²klad Na
+
) a nikoliv 

ve sv® protonovan® formŊ.
3,4

 Oznaļen² ñkyselina hyaluronov§ò se vġak hojnŊ pouģ²v§ 

ve farmaceutick®m prostŚed², a ļasto se tak® pouģ²vaj² vġechny n§zvy k oznaļen² t®ģe 

l§tky.
5
 Nebude-li uvedeno jinak, budu v t®to pr§ci zkratku HA pouģ²vat pro sodnou sŢl, 

nikoliv kyselou formu t®to l§tky. 

Na
+

n

 OO

O O

NH

O

OH

OH

OH

O
O OH

 

Obr§zek 1: Kyselina hyluronov§/hyaluronan. 

Molekul§rn² struktura HA je tvoŚena opakuj²c²mi se disacharidovĨmi jednotkami 

D-glukuronov® kyseliny a N-acetylglukosaminu. D-glukuronov§ kyselina je 

k N-acetylglukosaminu pŚipojena ɓ(1Ƃ3)glykosidovou vazbou, zat²mco opakuj²c² se 

disacharidov® jednotky jsou spojeny ɓ(1Ƃ4) vazbami.
6-8

  

V podm²nk§ch fyziologick®ho prostŚed² je vysoce hydrofiln² HA obklopen molekulami 

vody spojenĨmi vod²kovĨmi mŢstky.
3,9

 Ve formŊ polyaniontu je tento biopolymer tak 

hydrofiln², ģe v§ģe aģ 1 000Ĭ v²ce vody neģ by se dalo oļek§vat podle jeho molekulov® 

hmotnosti.
3,4 

Beta uspoŚ§d§n² obou sloģek HA umoģŔuje vĨhodnŊjġ² ekvatori§ln² uspoŚ§d§n² vŊtġ²ch 

funkļn²ch skupin (hydroxylovĨch skupin, karboxylov® skupiny, N-acetylov® skupiny), 

menġ² vod²kov® atomy zauj²maj² stericky m®nŊ vĨhodn® axi§ln² pozice. Z tŊchto dŢvodŢ je 

molekula disacharidu energeticky velmi stabiln².
8
  

                                                           
Ϟ
¢ŞȌ ƎƭȅƪƻǎŀƳƛƴƻƎƭȅƪŀƴΣ ƧŜŘƴł ǎŜ ƻ ŘƭƻǳƘŞ ƴŜǾŠǘǾŜƴŞ ƘŜǘŜǊƻǇƻƭȅǎŀŎƘŀǊƛŘȅ ǘǾƻǌŜƴŞ ƻǇŀƪǳƧƝŎƝƳƛ se 
ŘƛǎŀŎƘŀǊƛŘƻǾȇƳƛ ƧŜŘƴƻǘƪŀƳƛΣ Ǿ ƴƛŎƘȌ ƧŜ ǾȌŘȅ ƧŜŘƴƝƳ őƭŜƴŜƳ ǳǊƻƴƻǾł ƪȅǎŜƭƛƴŀ ŀ ŘǊǳƘȇƳ ƎƭǳƪƻǎŀƳƛƴΦ 
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Kaģd§ disacharidov§ jednotka je pootoļena o 180Á vŢļi disacharidov® jednotce pŚedchoz² a 

n§sleduj²c². V roztoku je p§teŚ hyaluronanu stabilizov§na kombinac² chemick® struktury 

disacharidu HA, intramolekul§rn²m² vod²kovĨmi vazbami, a interakcemi s rozpouġtŊdly 

vytv§Ś² neuspoŚ§danou strukturu. V pevn®m stavu molekula HA vytv§Ś² ġroubovici se 2, 3 

ļi 4 disacharidovĨmi jednotkami na jednu ot§ļku v z§vislosti na pŚ²tomn®m protiionu 

(Na
+
, K

+
, Ca

2+
, apod.), ale byla pozorov§na i dvouġroubovice.

10 
řetŊzce HA se jiģ pŚi n²zk® 

koncentraci navz§jem propl®taj² a vytv§Ś² kromŊ intra- i intermolekul§rn² vod²kov® vazby. 

Molekulov§ hmotnost hyaluronanu se mŢģe pohybovat v rozmez² 0,1ï10 MDa v z§vislosti 

na enzymu, kterĨ katalyzuje jeho synt®zu.
11,12

 D²ky t®to vysok® molekulov® hmotnosti a 

silnĨm intermolekul§rn²m interakc²m jsou vodn® roztoky HA velmi visk·zn². SilnŊ kysel® 

ļi silnŊ bazick® prostŚed² vyvol§v§ ġtŊpen² ŚetŊzce tohoto polymeru.
11 

D²ky sv® pŚirozen® biokompatibilitŊ, fyzik§lnŊïchemickĨm a biologickĨm vlastnostem je 

HA jedn²m z nejslibnŊjġ²ch polymerŢ vyuģitelnĨch ve farmacii pro nosiļov® syst®my.
2,13,14

 

Mimo to je HA tak® ļastĨm vĨchoz²m materi§lem pro nov® biokompatibiln² a 

biodegradabiln² deriv§ty, kter® nal®zaj² vyuģit² v tk§Ŕov®m inģenĨrstv², hojen² ran aj.
14,15

  

Jedn²m z hlavn²ch probl®mŢ vztahuj²c²m se k chemick® modifikaci hyaluronanu je jeho 

nerozpustnost v organickĨch rozpouġtŊdlech. Proto bĨv§ hyaluronan ļasto pŚev§dŊn 

z pŢvodn² pŚ²rodn² formy na formu kyseliny nebo tetrabutylamoniov® soli, kter® jsou 

rozpustn® v pol§rn²ch organickĨch rozpouġtŊdlech jako je napŚ²klad DMSO.
11,16

  

2.1. 6ĻÓËÙÔ hyaluronanu  v organismu a jeho funkce  
Hyaluronan se pŚirozenŊ vyskytuje jak v tŊlech obratlovcŢ, tak i v bakteri²ch. 

V ģivoļiġnĨch tk§n²ch tvoŚ² HA jednu z jejich hlavn²ch sloģek, je souļ§st² zejm®na 

pojivovĨch, epiteli§ln²ch a nervovĨch tk§n². Ve velk®m mnoģstv² se HA nach§z² tak® 

v oļn²m sklivci, synovi§ln² tekutinŊ, kŢģi
3,4 

a tvoŚ² rovnŊģ slizovit® obaly vaj²ļek nŊkterĨch 

organismŢ. U lid² se HA nejhojnŊji objevuje v kŢģi (v²ce neģ 50 % celkov®ho obsahu HA 

v organismu), kde jeho mnoģstv² dosahuje prŢmŊrnŊ asi 5 g.
11,17

 Po dosaģen² vŊku cca 20 

let vġak zaļ²n§ u ļlovŊka mnoģstv² t®to slouļeniny v organismu ubĨvat.
3,4 

Mezi nejdŢleģitŊjġ² biologick® funkce HA patŚ² udrģov§n² elastoviskozity tekutĨch 

pojivovĨch tk§n², zajiġŠov§n² hydratace tk§n² ļi transport vody,
6,8 
coģ je zaloģeno 

na vysok® hygroskopicitŊ HA. Hyaluronan m§ dobrĨ hydrataļn² efekt zejm®na ve vrstvŊ 

stratum corneum (vrchn² vrstva epidermis), kde ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ zvyġuje penetraci l®ļiv. 
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Penetrace HA do hlubġ²ch vrstev kŢģe je vġak velmi pomal§ a z§vis² na molekulov® 

hmotnosti pouģit®ho HA.
18

 Hyaluronan m§ tak® dŢleģitou roli jako sign§ln² molekula, kdy 

interaguje s povrchovĨmi receptory bunŊk (regulace bunŊļn® proliferace, migrace a 

diferenciace). Hyaluronan je takt®ģ nezbytnĨ pro embryogenezi.
8,19,20 

 

Funkce HA vĨraznŊ z§vis² na jeho molekulov® hmotnosti. Hranice mezi n²zko- a 

vysokomolekul§rn²m HA nen² pŚesnŊ vymezen§. Vercruysse
21

 ud§v§ jako hraniļn² 

hodnotu 200ï300 kDa, naproti tomu Dosio
22

 ļi Vasi
23

 vġak jdou se stanoven²m hranice 

do niģġ²ch hodnot (100 kDa).  

Vysokomolekul§rn² HA zajiġŠuje dobrou hydrataci podkoģ², potlaļuje imunitn² odpovŊŅ 

organismu, a br§n² tak vĨrazn®mu zhorġen² z§nŊtu. D§le pŢsob² proti angiogenezi
12,24,25

 a 

pŚisp²v§ k hojen² ran podporou integrity tk§n².
21 

N²zkomolekul§rn² HA, kterĨ vznik§ z vysokomolekul§rn²ho HA pŢsoben²m lok§lnŊ 

generovanĨch reaktivn²ch forem kysl²ku nebo enzymatickĨm pŢsoben²m,
21

 pŚen§ġ² sign§ly 

o poġkozen² tk§n² a mobilizuje imunitn² buŔky. D§le tak® stimuluje proliferaci bunŊk, 

pŢsob² proz§nŊtlivŊ,
12,24

 vyvol§v§ angiogenezi
21,24,25

 a pŚisp²v§ k vytvoŚen² jizvy.
21 

N²zkomolekul§rn² hyaluronan bĨv§ tud²ģ pŚ²tomen v poġkozenĨch tk§n²ch ļi v urļitĨch 

n§dorech
19,26

 a jeho nadmŊrn® mnoģstv² v organismu mŢģe indikovat vĨskyt rŢznĨch 

onemocnŊn².
26,27

  

2.2. 4ÅÒÁÐÅÕÔÉÃËï ÁÐÌÉËÁÃÅ 
VĨborn® fyzik§lnŊïchemick® a biologick® vlastnosti (biokompatibilita, bezpeļnost, 

minimum vedlejġ²ch reakc² v tŊle, biodegradabilita, pŚ²tomnost derivovatelnĨch skupin 

apod.),
8,11,23 

dŊlaj² z HA optim§ln² materi§l pro medicin§ln² aplikace. Hyaluronan je 

injekļnŊ dod§v§n do tŊla ke kompenzaci jeho pŚirozen® ztr§ty v dŢsledku st§rnut², nemoci 

ļi operativn²ch z§krokŢ. Klinick® pouģit² zahrnuje derm§ln² vĨplnŊ, viskosuplementace 

poġkozenĨch kloubŢ ļi aplikace pŚi oftalmologickĨch operac²ch.
11,18,19  

D§le je HA vyuģ²v§n tak® pŚi hojen² ran.
11,19

 Po poranŊn² se hyaluronan v r§nŊ pŚirozenŊ 

ġtŊp² na mal® fragmenty, kter® aktivuj² imunitn² buŔky a souļasnŊ je hyaluronan v r§nŊ i 

syntetizov§n a vytv§Ś² vlhk® prostŚed², kter® pom§h§ hojen² a mnoģen² bunŊk. ZranŊn² se 

tak hoj² mnohem rychleji a efektivnŊji. Na tomto principu funguj² i pŚ²pravky urychluj²c² 

hojen². Je-li na r§nu takovĨto pŚ²pravek aplikov§n, hyaluronan vtahuje do r§ny vodu 

z jej²ho okol² a s n² i rŢstov® a vĨģivov® faktory.
21,24,28,29 
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D²ky sv® viskoelasticitŊ je HA zodpovŊdnĨ za lubrikaci a mechanickou oporu kloubŢ. 

PŚi osteoartr·ze doch§z² (kromŊ z§nŊtu) ke sniģov§n² koncentrace a molekulov® hmotnosti 

HA, coģ vede k velkĨm probl®mŢm kloubŢ a nevratn® destrukci kloubn² chrupavky. 

KromŊ ovlivnŊn² z§nŊtliv®ho procesu, mŢģe injekt§ģ roztoku HA obnovit elasticitu a 

viskozitu synovi§ln² tekutiny, poskytnout ñodpruģen²ò kloubŢm, a t²m sn²ģit bolest a zvĨġit 

mobilitu pacienta.
19,21,30

 Pro tyto aplikace se pouģ²v§ s²ŠovanĨ hyaluronan o vysok® 

molekulov® hmotnosti, kterĨ m§ lepġ² viskoelastick® vlastnosti neģ hyaluronan 

n²zkomolekul§rn².
31

  

Hyaluronan je tak® bŊģnŊ vyuģ²v§n v oļn²m l®kaŚstv² pŚi implantac²ch nitrooļn²ch ļoļek 

pŚi operaci ġed®ho z§kalu.
19

 Tato operace zahrnuje odstranŊn² st§vaj²c² oļn² ļoļky a 

nahrazen² za novou. Tk§nŊ vnitŚn²ho prostoru oka se ale pŚi takov® operaci snadno poran² a 

ġpatnŊ se hoj². Z toho dŢvodu l®kaŚi pŚi operaci injekļnŊ vpravuj² do oka visk·zn² roztok 

hyaluronanu, kterĨ udrģuje operativn² prostor oka, chr§n² kŚehk® tk§nŊ a sniģuje moģnost 

zranŊn².
21,32

  

Hyaluronan je tak® jedna z dŢleģitĨch sloģek mnoha oļn²ch kapek, kde zvyġuje viskozitu 

roztoku,
19,31

 coģ zpŢsob², ģe l®ļivo nen² rychle odstranŊno z oka slzen²m a zlepġuje 

biodostupnost l®ļiva.
31

 RŢznŊ koncentrovan® roztoky hyaluronanu se pouģ²vaj² v oļn²ch 

kapk§ch proti syndromu such®ho oka ļi jako souļ§st roztokŢ na uchov§n² mŊkkĨch 

kontaktn²ch ļoļek jako zvlhļuj²c² ļinidlo, kter® zvyġuje komfort pŚi jejich pouģ²v§n².
32 

D§le se HA pouģ²v§ bŊhem regeneraļn²ch pooperaļn²ch procesŢ.
19 
D²ky sv® vysok® 

hydrofilitŊ je hyaluronan vhodnĨ pro aplikace, kde je nutn§ minim§ln² bunŊļn§ adheze. 

Vlivem t®to adheze se v pooperaļn²ch ran§ch, kde pŚil®haj² tk§nŊ k sobŊ, mohou tvoŚit 

neģ§douc² srŢsty. Adheze bakteri§ln²ch bunŊk mŢģe tak® vyvolat infekci. Bari®ry 

ze s²Šovan®ho hyaluronanu efektivnŊ zabraŔuj² pŚ²m®mu kontaktu tk§n², a t²m bunŊļn® i 

bakteri§ln² adhezi.
30 

V kosmetice je HA popul§rn² jako vĨplŔ mŊkkĨch tk§n² (redukce vr§sek, objemov® 

augmentace napŚ²klad rtŢ aj.).
21 
PŚi tŊchto z§kroc²ch doch§z² k aplikaci s²Šovan®ho 

hyaluronanu, kterĨ je zpravidla l®pe sn§ġen neģ k tŊmto z§krokŢm tak® pouģ²vanĨ 

kolagen.
30 
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2.3. Receptory hyaluronanu  
Z§jem odborn® veŚejnosti zaujal HA tak® svou schopnost² se specificky v§zat na mnoh® 

n§dorov® buŔky. DŢvodem tohoto jevu je nadmŊrn§ exprese CD44 receptorŢ na povrchu 

tŊchto bunŊk.
33,34

 

Mnoh® unik§tn² vlastnosti HA a deriv§tŢ z nŊj pŚipravenĨch (nosiļovĨch syst®mŢ) mohou 

bĨt pŚisouzeny pr§vŊ specifickĨm vazb§m a interakc²m HA s hyaluronovĨmi vazebnĨmi 

proteiny oznaļovanĨmi jako hyaladheriny (Obr§zek 2).
33,35

 VŊtġina hyaladherinŢ obsahuje 

specifick® vazebn® dom®ny tvoŚen® dvŊmi Ŭ-helixy a dvŊma antiparaleln²mi ɓ-listy.
33 

Hyaluronan se v§ģe pomoc² sv® karboxylov® skupiny na aminoskupinu receptoru pomoc² 

vod²kovĨch vazeb.
36

 Za vazbu HA na receptor je zodpovŊdn§ N-termin§ln² ļ§st receptoru 

(konkr®tnŊ kladnŊ nabit§ guanidinov§ skupina postrann²ho ŚetŊzce argininu)
37

 

pŚedstavovan§ pŚibliģnŊ 90 aminokyselinovĨmi zbytky.
38

  

 

Obr§zek 2: Stavba hyaldherinu (vlevo), vazba HA na hyaladheriny (vpravo).
38

 

Nejl®pe popsanĨmi HA receptory jsou CD44 receptor, lymfatickĨ endoceli§ln² HA 

receptor (LYVE-1) a RHAMM receptor (receptor, jehoģ prostŚednictv²m hyaluronan 

moduluje motilitu
ÿ
 bunŊk).

22,27,33,39 
RHAMM receptor (lokalizovanĨ na povrchu bunŊk) 

po interakci s HA pŚed§v§ norm§ln²m i malign²m buŔk§m sign§ly pro bunŊļnou migraci a 

proliferaci.
40

 RHAMM receptor se v§ģe k HA pŚes kladnŊ nabit® aminokyselinov® zbytky 

lokalizovan® na C-konci proteinov®ho ŚetŊzce receptoru. D²ky aminokyselinovĨm 

sekvenc²m na N-konci ŚetŊzce je zajiġtŊna vazba RHAMM receptoru na mikrotubuly 

bunŊk.
41

 Receptor CD44 zast§v§ velk® mnoģstv² biologickĨch rol² jako napŚ²klad 

                                                           
ϟ
 Hybnost, pohyblivost. 
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udrģov§n² struktury tk§n² pomoc² adheze, zprostŚedkov§n² bunŊļn® migrace bŊhem 

morfogeneze, angiogeneze ļi n§dorov® invaze. LYVE-1 receptor se ¼ļastn² zejm®na 

odbour§v§n² HA.
22,33 

RHAMM receptor se ve zdravĨch tk§n²ch nal®z§ jen v omezen® m²Śe, zat²mco 

v n§dorovĨch tk§n²ch je jeho mnoģstv² znaļnŊ vyġġ². VysokĨ vĨskyt tohoto receptoru se 

poj² zejm®na s pŚ²tomnost² metast§z.
33 

Receptor CD44 (respektive jeho isoforma CD44v6) se hojnŊ vyskytuje v rŢznĨch typech 

zhoubnĨch n§dorŢ.
22,33,42,43

 NadmŊrn§ exprese tohoto receptoru byla pozorov§na jen u 

metast§zuj²c²ch n§dorŢ, zat²mco u nemetast§zuj²c²ch n§dorŢ a odpov²daj²c²ch benign²ch 

tk§n² nikoliv. NadmŊrn§ exprese tŊchto receptorŢ mŢģe usnadŔovat vstup HA do 

n§dorovĨch bunŊk pomoc² CD44-zprostŚedkovan® endocyt·zy, po n²ģ n§sleduje 

odbour§v§n² HA pomoc² intracelul§rn²ch hyaluronid§z. D²ky t®to nadmŊrn® expresi jsou 

tyto receptory vhodnĨmi c²lovĨmi m²sty pro potenci§ln² nosiļe urļen® k l®ļbŊ ļi 

diagnostice n§dorŢ.
33 

StejnŊ jako nadmŊrn§ exprese CD44 receptorŢ byl v metast§zuj²c²ch n§dorovĨch buŔk§ch 

prok§z§n nadmŊrnĨ vĨskyt hyaluronid§z (zejm®na Hyal1 a Hyal2), enzymŢ zpŢsobuj²c²ch 

odbour§v§n² vysokomolekul§rn²ho HA.
33 
Vliv samotn®ho HA na vĨvoj n§doru zŢst§v§ 

kontroverzn². Jak jiģ bylo zm²nŊno dŚ²ve, n²zkomolekul§rn² HA podporuje 

angiogenezi
21,24,25

 a tud²ģ usnadŔuje rŢst n§doru.
19

 NŊkter® vĨzkumy zase dokazuj² 

pozitivn² efekt hyaluronid§zy Hyal1 na potlaļen² rŢstu n§doru. Podle posledn²ch studi² je 

ovġem rŢst n§doru pozitivnŊ stimulov§n pŚi n²zk® koncentraci hyaluronid§z, a teprve aģ 

jejich vysok§ koncentrace rŢst n§doru potlaļuje.
19,20,33 

Aļkoliv studie prok§zaly ¼zkĨ 

vz§jemnĨ vztah mezi HA a rakovinou, informace o vlivu HA, CD44 a hyaluronid§z na rŢst 

n§doru nejsou komplexn² a st§le zŢst§vaj² mnoh® ot§zky ne zcela objasnŊny.
12 

Souvislost mezi obsahem HA a bunŊļnĨmi receptory byla nalezena i v embryon§ln²ch 

kmenovĨch buŔk§ch, kter® maj² aktivn² vazebn§ m²sta pro HA, a jsou proto schopny HA 

internalizovat a zpracov§vat. Embryon§ln² kmenov® buŔky nal®zaj² vyuģit² bŊhem tk§Ŕov® 

regenerace a v emryologick®m vĨvoji. VelkĨ potenci§l maj² kvŢli svĨm dvŊma hlavn²m 

vlastnostem: pluripotenci (schopnost diferenciace do mnoha rŢznĨch typŢ bunŊk) a 

sebeobnovŊ.
44-46 
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BŊhem procesu embryogeneze hraje HA dŢleģitou roli v epiteli§lnŊïmezenchym§ln² 

tranzici, coģ je kritickĨ krok ve f§zi ran® embryogeneze pro diferenciaci pluripotentn²ch 

embryon§ln²ch kmenovĨch bunŊk na mezenchym§ln² kmenov® buŔky, kter® slouģ² 

pro n§slednou tvorbu rŢznĨch tk§n². Selh§n² t®to interakce vedek tvorbŊ netypickĨch tk§n². 

A pr§vŊ vazba vysokomolekul§rn²ho HAna CD44 receptor indukuje asociaci s kin§zou 

zajiġŠuj²c² podporu epiteli§lnŊïmezenchym§ln² tranzice a diferenciace, a tedy tvorbu 

zdravĨch a Ăspr§vnĨchñ tk§n².
45,46

 

Vyuģit² embryon§ln²ch kmenovĨch bunŊk v regenerativn² medic²nŊ s sebou tak® nese 

nezbytnost jejich spr§vn® in vitro kultivace, coģ ale st§le zŢst§v§ velkou vĨzvou. Pr§vŊ 

kultivace embryon§ln²ch kmenovĨch bunŊk v HA hydrogelech udrģuje tyto buŔky 

v nediferencovan®m stavu a zachov§v§ schopnost jejich diferenciace po odstranŊn² 

z kultivaļn²ho m®dia.
47,48

  

2.4. #ÈÅÍÉÃËÜ Ótabilita hyaluronanu  a jeho ÏÄÂÏÕÒÜÖÜÎþ Ö organismu  
Zat²mco v ļist® vodŊ nebo ve vodn®m roztoku fosf§tov®ho pufru je HA stabiln²,

49
 

v organismu doch§z² k jeho rychl®mu rozkladu. S vĨjimkou sklivce, kde je poloļas 

pŚemŊny 20ï70 dn², je obrat HA ve vŊtġinŊ tk§n² pŚekvapivŊ rychlĨ. TypickĨ poloļas 

pŚemŊny v lidsk® pokoģce je 2ï5 dn², v kloubech a pohrudnici 0,5ï1 den, a v pŚedn² 

komoŚe oka dokonce 1ï2 h.
18,22,50

 Odbour§v§n² HA je vysoce kontrolovanĨ proces, pomoc² 

kter®ho jsou generov§ny fragmenty HA o konkr®tn² velikosti, kter® slouģ² pro urļen® 

biologick® funkce.
11 

VĨġe zm²nŊn® fyziologick® procesy maj² na svŊdom² pŚev§ģnŊ specifick® enzymy popsan® 

n²ģe. KromŊ toho je ovġem HA rozkl§d§n celou Śadou dalġ²ch vlivŢ jako jsou reaktivn² 

formy kysl²ku (superoxid anion radik§l, peroxid vod²ku, hydroxylovĨ radik§l, peroxynitrit, 

kyselina chlorn§, oz·n),
20,31,51

 ultrazvuk,
20,31 

teplo,
20,31

 gamma z§Śen²,
52

 elektrochemick® 

vlivy,
53

 pŢsoben² ɓ-z§Śen²
52 
ļi silnŊ kysel®ho/silnŊ bazick®ho prostŚed².

31,54
 Naproti tomu, 

vliv mikrovlnn®ho z§Śen² na rozklad HA nen² dosud zcela objasnŊn. PŚi oz§Śen² HA 

mikrovlnnĨm z§Śen²m k rozkladu sice doch§z², ale na z§kladŊ dalġ²ch experimentŢ bylo 

zjiġtŊno, ģe rozklad byl zpŢsoben pravdŊpodobnŊ pouze pŢsoben²m tepelnĨch efektŢ, kter® 

mikrovlnn® z§Śen² doprov§z².
55

  

Reaktivn² formy kysl²ku (ROS) jsou vĨznamnĨm ļinitelem ¼ļastn²c²m se rozkladu 

ģivoļiġnĨch tk§n² (obsahuj²c²ch HA) a pŚ²buznĨch komponent. ROS se vĨznamnŊ pod²l² 

zejm®na na rozkladu synovi§ln² tekutiny kloubŢ, kter§ obsahuje (mimo jin®) velk® 
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mnoģstv² vysokomolekul§rn²ho HA. BŊhem revmatoidn² artritidy (z§nŊtliv® onemocnŊn² 

projevuj²c² se zejm®na z§nŊtem a bolest² kloubŢ) doch§z² k postupn®mu rozkladu 

polymern²ch sacharidŢ (vļetnŊ HA) synovi§ln² tekutiny.
20,50 

V akutn²m stadiu t®to nemoci 

mohou ROS pŚisp²vat k destrukci kloubn²ch struktur.
19,20,50

 Mezi zn§m® ROS patŚ² 

superoxid anion radik§l ļi peroxid vod²ku, coģ jsou ROS, kter® samy o sobŊ nejsou 

schopny rozkl§dat HA, ale ¼ļastn² se napŚ²klad reakc² s pŚechodnĨmi kovy ļi jejich ionty, 

kter® produkuj² vysoce reaktivn² a nebezpeļn® hydroxylov® radik§ly. Konkr®tnŊ se jedn§ 

o Haberovu-Weissovu (Sch®ma 1A) a Fentonovu reakci (Sch®ma 1B).
20 

OHH2O2 + Fe2
+

+ Fe3
+
+ OH

-

H2O2 + OH2
+

OH + OH
-

+ O2O2

A)

B)
 

Sch®ma 1: HaberovaïWeissova a Fentonova reakce. 

Mezi dalġ² ROS patŚ² singletovĨ kysl²k, peroxynitrit ļi kyselina chlorn§. Jiģ zm²nŊnĨ 

hydroxylovĨ radik§l je oznaļov§n jako tot§ln² oxidant schopnĨ oxidace takŚka vġech 

n²zko- a vysokomolekul§rn²ch organickĨch l§tek. Nebezpeļ² hydroxylovĨch radik§lŢ 

spoļ²v§ ve schopnosti odejmut² elektronu velk® ġk§le slouļenin za souļasn®ho vytvoŚen² 

nov®ho radik§lu, kterĨ mŢģe oxidovat dalġ² substr§ty.
20 

TepelnĨ rozklad HA z§vis² na pouģit® teplotŊ a d®lce trv§n² z§hŚevu. Zat²mco pŚi teplotŊ 

37 ÁC aģ 60 ÁC doch§z² jen k m²rn®mu rozkladu pr§ġkov®ho HA i HA v roztoku (pŚi 60 ÁC 

je m²ra rozkladu jen zanedbatelnŊ vyġġ² neģ pŚi 37 ÁC), pŚi 90 ÁC doch§z² jiģ k vĨraznŊ 

rychlejġ²mu rozkladu ŚetŊzce. A to tak, ģe HA v roztoku vyk§zal jiģ po dvou hodin§ch 

z§hŚevu na 90 ÁC t®mŊŚ stejnou mol§rn² ztr§tu jako po 12 h z§hŚevu na 60 ÁC. Pr§ġkovĨ 

HA byl pŚi 60 ÁC i 90 ÁC rozkl§d§n rychleji neģ HA v roztoku.
26

 

Chemick§ stabilita HA je tak® vĨraznŊ z§visl§ na pH roztoku. Hyaluronan je nejstabilnŊjġ² 

pŚi neutr§ln²m pH, naopak hodnoty pH bl²ģ²c² se ke krajn²m hodnot§m zpŢsobuj² jeho 

rozklad. V kysel®m prostŚed² vġak prob²h§ rozklad HA mnohem rychleji neģ v prostŚed² 

bazick®m.
31,54 

V pŚirozen®m fyziologick®m prostŚed² je HA odbour§v§n enzymaticky pomoc² 

hyaluronid§z. Hyaluronid§zy mohou bĨt rozdŊleny do tŚ² skupin podle jejich pŢsoben² a 

vznikaj²c²ch produktŢ. Tyto tŚi skupiny jsou: 1) hyaluron§t 4-glykanohydrol§zy; 2) 

hyaluron§t 3-glykanohydrol§zy a 3) mikrobi§ln² hyaluronid§zy (bakteri§ln² ly§zy). Prvn² 
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dvŊ skupiny enzymŢ patŚ² mezi hydrol§zy. Hyaluron§t 4-glykanohydrol§zy jsou enzymy, 

kter® n§hodnŊ ġtŊp² ɓ(1Ÿ4) glykosidovou vazbu mezi N-acetylglukosaminem a kyselinou 

glukuronovou a produkuj² fragmenty se sudĨm poļtem jednotek s N-acetylglukosaminem 

na redukuj²c²m konci. Hyaluron§t 3-glykanohydrol§zy ġtŊp² ɓ(1Ÿ3) vazbu polymeru. Tyto 

enzymy ġtŊp² HA na fragmenty s glukuronovou kyselinou na redukuj²c²m konci 

vznikaj²c²ch oligosacharidŢ. Mikrobi§ln² hyaluronid§zy ġtŊp² ɓ(1Ÿ4) glykosidovou vazbu 

HA pomoc² ɓ-eliminaļn²ho procesu (nikoliv hydrolĨzy) a poskytuj² 4,5-nenasycen® 

oligosacharidy rŢzn® d®lky, nejļastŊji vġak disacharidy. Tyto enzymy byly nalezeny 

napŚ²klad v bakteri²ch Streptococcus pneumonie a S. agalactiae.
19,56

  

V tŊle savcŢ je HA odbour§v§n pomoc² vz§jemn®ho pŢsoben² tŚ² enzymŢ, konkr®tnŊ 

endoglykosid§zy (ġtŊp² polymer uvnitŚ ŚetŊzce, podle pŢsoben² se jedn§ o hyaluron§t 

4-glykanohydrol§zu) a dvou exoglykosid§z, kter® odġtŊpuj² koncov® monosacharidy. 

Exoglykosid§zy jsou oznaļovan® jako ɓ-glukuronid§za (podle pŢsoben² hyaluron§t 

3-glykanohydrol§za) a ɓ-N-acetylhexaminid§za (hyaluron§t 4-glykanohydrol§za). 

Biologick® odbour§v§n² HA zaļ²n§ pŢsoben²m endoglykosid§z, kter® vytv§Ś² 

oligosacharidy o rŢzn® d®lce. Tyto fragmenty pak slouģ² jako substr§ty pro 

exoglykosid§zy, kter® z nich odġtŊpuj² jednotliv® monosacharidy.
19,20

 V savļ²m tŊle se 

hyaluronid§zy vyskytuj² ve velk®m mnoģstv² ve varlatech, j§trech a s®ru.
57

 Mezi 

nejrozġ²ŚenŊjġ² hyaluronid§zy patŚ² Hyal1 a Hyal2.
11,20

 Hyal1 vyuģ²v§ jako substr§t HA 

o jak®koliv velikosti a poskytuje zejm®na tetra- a hexaoligosacharidy. Hyal2 ġtŊp² 

vysokomolekul§rn² HA na stŚednŊ velk® fagmenty (pŚibliģnŊ 20 kDa).
19,20

 

Odbour§v§n² HA v organismu zaļ²n§ nav§z§n²m HA do katalytick®ho m²sta enzymu. 

Aminokyselinov® zbytky lokalizovan® okolo katalytick®ho m²sta zajist² dokonal® um²stŊn² 

polymern²ho ŚetŊzce a posun karbonylov®ho kysl²ku N-acetylov® skupiny (vedle ɓ(1Ÿ4) 

glykosidov® vazby, kter§ m§ bĨt ġtŊpena) k C1 uhl²ku t®ģe monosacharidov® jednotky tak, 

aby mezi nimi doġlo k vytvoŚen² kovalentn²ho intermedi§tu (cyklickĨ oxazoliovĨ ion) 

(Sch®ma 2). Posun karbonylov®ho kysl²ku k m²stu interakce s C1 uhl²kem HA vede 

ke zmŊnŊ z ģidliļkov® konformace na zkroucenou vaniļkovou konformaci.
20
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Sch®ma 2: Reakļn² mechanismus savļ²ch hyaluronid§z. 

N§sleduje rozġtŊpen² glykosidov® vazby a inverze konfigurace atomu anomern²ho uhl²ku 

C1. Protonovan§ kyselina glutamov§ (poch§zej²c² z enzymu) souļasnŊ pŚed§v§ svŢj proton 

glykosidov®mu kysl²ku. Hydrolytick® ġtŊpen² vazby intermedi§tu mezi karbonylovĨm 

kysl²kem a C1 pomoc² molekuly vody v katalytick®m m²stŊ vede k reprotonizaci kyseliny 

glutamov®. VzniklĨ HA fragment je n§slednŊ vytŊsnŊn z aktivn²ho m²sta.
20,57

 BŊhem 

tohoto procesu je dvakr§t zmŊnŊna konfigurace na anomern²m C1 uhl²ku.
20 

V organismu je HA odbour§v§n komplexem enzymatickĨch mechanismŢ zahrnuj²c² 

hyaluronid§zov® enzymy,
11,19,20 

bunŊļnou internalizac² HA buŔkami pomoc² CD44 

receptorŢ
11,23

 ļi pomoc² ROS.
23 
Pr§vŊ kvŢli rychl®mu odbour§v§n² a nedostateļnĨm 

mechanickĨm vlastnostem m§ pŚ²rodn² hyaluronan jen omezen® aplikace. Na z§kladŊ 

tŊchto znalost² byly vyvinuty hydrogely, kter® maj² vyġġ² odolnost vŢļi odbour§v§n² a 

v tk§n²ch vytv§Ś² trojdimension§ln² s²Šovitou strukturu, kter§ rychl®mu odbour§v§n² 

pŢsoben²m hyaluronid§z a reaktivn²ch forem kysl²ku br§n².
22 

2.5. &ÕÎËéÎþ ÓËÕÐÉÎÙ ɉÖĻÚÎÁÍȟ ÍÏĿÎÏÓÔ ÍÏÄÉÆÉËÁÃÅɊ 

PŚ²rodn² HA je mnohdy vĨhodn®, zejm®na pro aplikace v oblasti medic²ny ļi kosmetiky, 

modifikovat. Modifikac² se z²sk§v§ nejļastŊji amfifiln² forma HA se zpomalenĨm in vivo 

odbour§v§n²m nebo se pŚipravuj² deriv§ty s poģadovanĨmi vlastnostmi (odliġn§ viskozita 

roztokŢ apod.). BŊģnou modifikac² je napŚ²klad s²Šov§n² polymerŢ pro vyuģit² v tk§Ŕov®m 

inģenĨrstv² nebo pŚ²prava amfifiln²ch deriv§tŢ s vyuģit²m pro nosiļov® syst®my. 

Modifikace HA tedy vede k pŚ²pravŊ deriv§tŢ, kter® maj² fyzik§lnŊïchemick® vlastnosti 

lepġ² neģ pŚ²rodn² polymer, ale souļasnŊ zŢst§v§ zachov§na biokompatibilita a 

biodegradabilita pŚ²rodn²ho HA.
23,35 
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Modifikaļn² reakce mohou bĨt 

rozdŊleny do dvou skupin: na reakce 

vedouc² k vytvoŚen² s²Šovan®ho 

produktu (Sch®ma 3, vpravo) ļi 

konjug§tu (Sch®ma 3, vlevo). Tyto 

reakce jsou zaloģeny na stejnĨch 

mechanismech, ale liġ² se povahou 

modifikaļn²ho ļinidla, a t²m i 

vĨsledn®ho produktu. V pŚ²padŊ 

s²Šovac² reakce doch§z² pŢsoben²m 

modifikaļn²ho ļinidla se dvŊma 

reaktivn²mi skupinami ke spojen² dvou 

a v²ce ŚetŊzcŢ HA dvŊma a v²ce vazbami a vznik§ tak 3D struktura (s²Š). Konjugaļn² reakc² 

doch§z² k nav§z§n² modifikaļn²ho ļinidla s jednou reaktivn² funkļn² skupinou na ŚetŊzec 

HA.
11 
V obou pŚ²padech lze volbou podm²nek a zejm®na pomŊru ļinidla a HA ovlivŔovat 

m²ru zes²Šov§n² ļi konjugace HA. 

Za ¼ļelem z²sk§n² optim§ln²ch deriv§tŢ pro aplikace, bylo vypracov§no mnoho postupŢ 

pro chemick® modifikace obou typŢ funkļn²ch skupin dostupnĨch na ŚetŊzci pŚ²rodn²ho 

HA, tedy karboxylovĨch a hydroxylovĨch skupin.
11,23

 Nicm®nŊ, karboxylov§ skupina je 

rozpozn§vac²m m²stem pro HA receptory a hyaluronid§zy, tud²ģ chemick§ modifikace 

tŊchto skupin mŢģe z§sadn²m zpŢsobem zmŊnit biologick® chov§n² v organismu.
24

 Tak® 

bylo zjiġtŊno, ģe HA ztr§c² schopnost c²len² na CD44 receptory, je-li modifikov§na alespoŔ 

jedna ļtvrtina karboxylovĨch skupin.
22

 Z tohoto ¼hlu pohledu se jako vhodnŊjġ² alternativa 

jev² modifikace hydroxylovĨch skupin HA.
24 

Nen² dosud zn§mo, kter® hydroxylov® skupiny dimeru reaguj² nejochotnŊji, pŚedpokl§d§ se 

ale, ģe reakce prob²haj² zejm®na na hydroxylov® skupinŊ lokalizovan® na uhl²ku C6 

N-acetylglukosaminu
11,58

 kvŢli lepġ²mu pŚ²stupu reagentŢ k prim§rn²mu alkoholu.
11 

Jak jiģ bylo zm²nŊno, nŊkter® reakce mus² bĨt prov§dŊny v organickĨch rozpouġtŊdlech. 

DŢvodem jejich pouģit² je zpravidla n§chylnost nŊkterĨch reakļn²ch ļinidel k hydrolĨze. 

PŚ²rodn² HA je vġak v bezvod®m prostŚed² nerozpustnĨ, a je proto pŚev§dŊn na kyselou 

formu ļi tetrabutylamoniovou sŢl.
5,12 
BŊhem tohoto kroku vġak zpravidla doch§z² 

 

Sch®ma 3: Tvorba konjugovan®ho (vlevo) a s²Šovan®ho 

produktu (vpravo). 
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k neģ§douc²mu rozkladu ŚetŊzce HA
59 

 a tud²ģ reakce v jin®m neģ vodn®m prostŚed² nejsou 

preferovan®. 

Neselektivn² modifikace hydroxylovĨch funkļn²ch skupin tak® umoģŔuj² z²sk§n² produktu 

s vyġġ²m substituļn²m stupnŊm neģ produkty z²skan® substituc² karboxylovĨch skupin 

(m²nŊno v pŚepoļtu na disacharidovou jednotku HA). Chemick§ modifikace 

hydroxylovĨch skupin zachov§v§ polyelektrolytickĨ charakter ŚetŊzce HA a tud²ģ je 

zachov§na hydrofilita polymeru. Toto je dŢleģit§ vlastnost deriv§tŢ HA pro jejich aplikace 

v oblasti nosiļovĨch syst®mŢ l®ļiv,
60

 protoģe pŚi nŊkterĨch, zejm®na farmaceutickĨch 

aplikac²ch (napŚ. intraven·zn²ch pod§n²ch) je nezbytn®, aby byly polymern² nosiļe zcela 

rozpuġtŊn® ve vodn®m prostŚed² a neagregovaly ve vŊtġ² celky. 

V z§vislosti na vĨġe zm²nŊnĨch faktech (rozpozn§vac² m²sto pro HA receptory, 

rozpustnost a rozklad bŊhem z²sk§v§n² kysel® formy HA, moģnost dosaģen² vyġġ²ho stupnŊ 

substituce) jsou preferovanŊjġ² substituļn² reakce prov§dŊn® na hydroxylovĨch skupin§ch 

HA.  

V literatuŚe nejļastŊji najdeme modifikaļn² reakce vedouc² ke vzniku etherovĨch vazeb, 

kter® byly vyuģity pro pŚ²pravu konjugovanĨch i s²ŠovanĨch deriv§tŢ. S²Šov§n² HA pŚes 

jeho hydroxylov® skupiny bylo pops§no napŚ²klad pomoc² 

1,4-bis((oxiran-2-yl)methyloxy)butanu
61

 (Sch®ma 4A), divinyl sulfonu
61 

(Sch®ma 4B), ļi 

glutaraldehydu
62

 (Sch®ma 4C). Konjugaļn² reakce pak byla provedena pomoc² 

ethylensulfidu
63

 (Sch®ma 4D). 
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Sch®ma 4: Modifikaļn² reakce HA za vzniku etherovĨch vazeb mezi HA a modifikaļn²m ļinidlem. 

Estery HA (HA je poskytovatelem hydroxylov® skupiny) byly pŚipraveny napŚ²klad 

z oktenyl anhydridu kyseliny jantarov® v bazick®m prostŚed²
7 

(Sch®ma 5). NevĨhodou je 

nutnost pouģit² delġ² reakļn² doby (24 h) a vĨraznŊ vŊtġ²ho mol§rn²ho nadbytku anhydridu 

(20 ekvivalentŢ) pro dosaģen² vyġġ²ho stupnŊ substituce kvŢli souļasnŊ prob²haj²c² 

hydrolĨze anhydridu ve vodŊ. Pr§vŊ voda je jedinĨm pouģitĨm rozpouġtŊdlem, coģ je 

v pŚ²padŊ reakce s anhydridy kyselin velk§ nevĨhoda, neboŠ tyto l§tky se, jak jiģ bylo 

zm²nŊno, vodou rozkl§daj² a nav²c anhydridy arylmastnĨch kyselin ļi nenasycenĨch 

mastnĨch kyselin maj² velmi omezenou rozpustnost v tomto prostŚed², kter§ d§le kles§ 

s rostouc²m poļtem uhl²kŢ v ŚetŊzci kyseliny. PŚ²prava esterŢ HA s vyuģit²m tŊchto 

anhydridŢ jako modifikaļn²ch ļinidel proto obvykle prob²haj² jen do n²zk®ho stupnŊ 

substituce.
64
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Sch®ma 5: PŚ²prava esteru HA z oktenyl anhydridu kyseliny jantarov®. 

ObdobnŊ byla provedena modifikace hydroxylovĨch skupin HA (za vzniku esterŢ) pomoc² 

acyklick®ho anhydridu, konkr®tnŊ anhydridu kyseliny methakrylov®
65

 (Obr§zek 3, vlevo) 

ļi tak® pomoc² kopolymeru poly(styren-co-maleinanhydridu)
66

 (Obr§zek 3, vpravo). 
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Obr§zek 3: Produkty modifikace HA pomoc² anhydridŢ. 

VĨġe zm²nŊn® esterifikace vġak vych§zej² z reakc² hydroxylovĨch skupin HA s anhydridy. 

Neobsahuje-li vġak v§zan§ l§tka anhydridovou funkļn² skupinu, napŚ²klad vych§z²-li 

reakce pŚ²mo z pŚ²sluġn® kyseliny (karboxylov§ skupina), nelze tuto l§tku na HA t²mto 

zpŢsobem nav§zat, a je nutn® k esterifikac²m hydroxylovĨch skupin HA pouģ²t vhodn§ 

aktivaļn² ļinidla. 

 

Pro modifikaci hydroxylovĨch skupin hyaluronanu se jako aktivaļn² ļinidlo vyuģ²v§ 

nejļastŊji N,NË-karbonyldiimidazol (Obr§zek 4, CDI).
67
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Obr§zek 4: Struktura CDI. 

Toto ļinidlo reaguje s karboxylovou skupinou navazovan® l§tky za vzniku CO2 a 

imidazolu jako vedlejġ²ch produktŢ.
68

 Takto aktivovan§ karboxylov§ skupina pak snadno 

interaguje s hydroxyly HA.
69

 CDI m§ vġak i mnoh® nevĨhody. Tou je zejm®na n§chylnost 

k hydrolĨze. S vodou CDI reaguje bouŚlivŊ za vzniku CO2 a imidazolu
15 

(Sch®ma 6), a 

mus² bĨt proto pouģ²v§n v prostŚed² bezvodĨch organickĨch rozpouġtŊdel (napŚ. CHCl3, 

THF, benzenu nebo DMF), ve kterĨch je vġak HA (kysel§ i pŚ²rodn² forma) velmi obt²ģnŊ 

rozpustnĨ. Acylimidazolov® deriv§ty jsou vġeobecnŊ relativnŊ stabiln², a tedy i m®nŊ 

reaktivn², coģ mŢģe zpŢsobit vznik vedlejġ²ch produktŢ.
70

 Pouģit² vĨrazn®ho nadbytku CDI 

reakci sice urychl², ale nadbyteļnĨ CDI zŢst§v§ v reakļn² smŊsi a br§n² acylaci.
71

 

N
N

O

N
N + H2O NH N + CO22

 

Sch®ma 6: HydrolĨza CDI. 

K urychlen² reakce jsou proto bŊģnŊ pŚid§v§ny organokatalyz§tory jako napŚ²klad 

1-hydroxybenzotriazol (HOBt), 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en (DBU) aj. Pouģit² 

tŊchto ļinidel vġak s sebou opŊt nese mnoh® nevĨhody, jako je riziko exploze (HOBt) ļi 

toxicita (DBU).
70

 PŚi pouģit² CDI jako aktivaļn²ho ļinidla mŢģe bĨt esterifikace nav²c 

doprov§zena s²Šovac² reakc² mezi hydroxylovĨmi a karboxylovĨmi skupinamiHA.
67

 

PŚ²kladem pŚ²pravy esteru HA pomoc² CDI je esterifikace kyselinou lipoovou 

ve formamidu (teratogen a podezŚelĨ karcinogen). Maxim§ln² dosaģenĨ stupeŔ substituce 

(DS) byl 1,8 % (ref.
69

) (Obr§zek 5, vlevo). Vyġġ²ho stupnŊ substituce nebylo dosaģeno ani 

pŚi esterifikaci diacereinem v THF (maxim§ln² DS 2 %)
72

 (Obr§zek 5, vpravo). 
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Obr§zek 5: PŚ²klady esterŢ HA pŚipravenĨch za pouģit² CDI jako kondenzaļn²ho ļinidla. 

Dalġ²m pouģ²vanĨm kondenzaļn²m ļinidlem je N,N'-dicyklohexylkarbodiimid (Obr§zek 6, 

DCC) vyuģ²vanĨ pŚi pŚ²mĨch kondenzac²ch karboxylovĨch kyselin s aminy.
73,74

 ļi 

alkoholy
63,75

 (Sch®ma 7). 

N N

 

Obr§zek 6: Struktura DCC. 

Jeho nevĨhodou je nerozpustnost ve vodn®m prostŚed², a proto se reakce mus² prov§dŊt 

v pol§rn²ch aprotickĨch organickĨch rozpouġtŊdlech (napŚ²klad DMSO nebo DMF). V 

tomto prostŚed² je ovġem sodn§ sŢl kyseliny hyaluronov® nerozpustn§ a mus² bĨt, jak jiģ 

bylo zm²nŊno, pŚevedena na kyselou formu ļi tetrabutylamoniovou sŢl. Jelikoģ samotnĨ 

DCC vykazuje n²zkou reaktivitu,
76

 pouģ²v§ se spolu s organokatalyz§tory, napŚ²klad 

1,1,3,3-tetramethyl-4-(4-pyridyl)guanidinem,
75

 kterĨ je vġak komerļnŊ nedostupnĨ, nebo 

4-dimethylaminopyridinem (DMAP).
77,78
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Sch®ma 7: Kondenzace karboxylov® skupiny a alkoholu za pouģit² DCC. 

Ve velk®m mol§rn²m nadbytku  DCC doch§z² k intra- i intermolekul§rn²mu s²Šov§n² HA. 

Za pŚispŊn² DCC byl HA na jeho hydroxylovĨch skupin§ch modifikov§n 

4-(N,N-diethyldithiokarbamylmethyl)benzoovou kyselinou
79

 (Obr§zek 7, vlevo) ļi 

polyesterem na b§zi kyseliny ml®ļn®
80

 (Obr§zek 7, vpravo). 
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Obr§zek 7: PŚ²klady esterŢ HA pŚipravenĨch za pouģit² DCC jako kondenzaļn²ho ļinidla 

Ve vodŊ rozpustnĨm analogem DCC je 1-ethyl-3-(3-dimethylaminoisopropyl)karbodiimid 

(Obr§zek 8, EDC).
81
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Obr§zek 8: Struktura EDC. 

Toto ļinidlo indukuje tvorbu amidov®
82

 nebo esterov® vazby mezi amino/hydroxylovou a 

karboxylovou skupinou. BŊģnŊ se EDC pouģ²v§ ve smŊsi s organokatalyz§tory NHS
82,83

 ļi 

HOBt.
84

 Organokatalyz§tor HOBt mus² bĨt pouģit ve vhodn®m rozpouġtŊdle 

(halogenovan§ rozpouġtŊdla: CHCl3, CH2Cl2), kter® zvĨġ² rychlost tvorby a stabilitu 

reakļn²ho intermedi§tu.
84

 OpŊt tak vyvst§v§ probl®m s velmi malou rozpustnost² HA 

v organickĨch rozpouġtŊdlech. Na druhou stranu, ve vodn®m prostŚed² je velmi nestabiln² 

intermedi§t vznikaj²c² mezi EDC a karboxylovou skupinou, a proto je nezbytn§ pŚ²tomnost 

N-hydroxysukcinimidu (NHS) pro vytvoŚen² stabilnŊjġ²ho intermedi§tu.
15

 Modifikaļn² 

reakce v tomto prostŚed² (vodn®) ale poskytuj² deriv§ty jen s n²zkĨm stupnŊm substituce.  

Extr®mn² podm²nky reakce (vysok§ teplota ļi vysok§ koncentrace ļinidel) mohou 

pŚi pouģit² EDC zpŢsobit tvorbu neģ§douc²ho vedlejġ²ho produktu intramolekul§rn²m 

pŚesmykem acylu intermedi§tu EDC a HA (Sch®ma 8).
82

 Velikou nevĨhodou pouģit² 

EDC/NHS pŚi konjugaci je nezbytnost kontroly pH reakce. NHS-intermedi§t vznik§ 

pŚi kysel®m pH (3,5ï4,5), zat²mco nukleofiln² atak aminu ģ§d§ neutr§ln² ļi z§sadit® pH, 

ve kter®m je NHS-intermedi§t hydrolyticky labiln².
4,77

 Tyto reakļn² podm²nky (zejm®na 

kysel® pH) zpŢsobuj² rozklad HA. Pro pŚ²pravu esterŢ z hydroxylovĨch skupin HA je vġak 

EDC vyuģ²v§n jen zŚ²dka. Pops§na byla napŚ²klad pŚ²prava deriv§tu HA s kamptotecinem 

nav§zanĨm na HA pŚes peptidovĨ linker.
85
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Sch®ma 8: Vedlejġ² produkt pŚi pouģit² EDC. 
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Dalġ²m popsanĨm kondenzaļn²m ļinidlem pouģ²vanĨm pro pŚ²pravu esterŢ a amidŢ je 

4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chlorid (Obr§zek 9, 

DMTMM ).
2,86

  

O N
+

N

N

N

O

O

Cl-

 

Obr§zek 9: Struktura DMTMM. 

Tato l§tka mŢģe bĨt z²sk§na z komerļn²ch zdrojŢ ļi pŚipravena reakc² 

2-chlor-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazinu (CDMT) a N-methylmorfolinu (NMM).
86

 Bylo 

pops§no, ģe pro modifikace HA je optim§ln² pouģ²vat DMTMM v ekvimol§rn²m mnoģstv² 

ļi v nadbytku (aģ 4 n§sobnĨ mol§rn² nadbytek vŢļi disacharidu HA),
87

 coģ vġak zvyġuje 

n§klady na reakļn² ļinidla. Reakce prob²haj² dosti dlouhou dobu (aģ 5 dn²),
4
 a to mŢģe v®st 

k rozkladu ŚetŊzce HA. Oproti ŚadŊ pŚedchoz²ch ļinidel je DMTMM ve vodŊ rozpustnĨ a 

stabiln². V organickĨch rozpouġtŊdlech je vġak DMTMM nestabiln² a rozkl§d§ se,
4,77

 coģ je 

velkou nevĨhodou neboŠ modifikaļn² reakce se kvŢli zajiġtŊn² rozpustnosti modifikaļn²ho 

ļinidla obvykle prov§dŊj² ve smŊsi vody a organick®ho rozpouġtŊdla (m²siteln®ho 

s vodou). BŊhem reakce tak® doch§z² k rozkladu ŚetŊzce hyaluronanu.
2 
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3. .ÏÓÉéÏÖï ÓÙÓÔïÍÙ 
V posledn²ch letech doch§z² k n§rŢstu intenzity vĨvoje ¼ļinnĨch l®ļiv, zejm®na proti 

z§vaģnĨm onemocnŊn²m. PŚi vĨvoji kaģd®ho nov®ho l®ļiva se zvaģuj² dva hlavn² aspekty ï 

maxim§ln² ¼ļinnost proti dan®mu onemocnŊn² a co nejmenġ² vedlejġ² ¼ļinky. Nej¼ļinnŊjġ² 

l®ļiva vġak ļasto m²vaj² velmi siln® vedlejġ² neģ§douc² ¼ļinky. Nav²c se mohou pŚipojit i 

dalġ² probl®my souvisej²c² se zpŢsobem pod§n²m l®ļiva, jako jsou obt²ģn§ rozpustnost 

ve vodn®m prostŚed² a biologick§ dostupnost, kr§tk§ doba cirkulace v krevn²m Śeļiġti, 

nevyhovuj²c² biodistribuce do c²lov®ho org§nu, kontakt l®ļiva s inaktivuj²c²mi l§tkami, 

jako napŚ²klad enzymy pŚ²tomnĨmi v biologickĨch tekutin§ch atd.
88-92

 Naproti tomu, vazba 

l®ļiva na vhodnŊ zvolenĨ nosiļ mŢģe v®stk potlaļen² neģ§douc²ch fyzik§lnŊïchemickĨch 

vlastnost², k prodlouģen² doby cirkulace v krevn²m Śeļiġti a mŢģe rovnŊģ umoģnit c²lenou 

dopravu l®ļiva do urļit® (napŚ²klad n§dorov®) tk§nŊ (buŔky ļi bunŊļn®ho kompartmentu) a 

jeho Ś²zen® uvolŔov§n² na poģadovan®m m²stŊ pŢsoben². PŚednostn² doprava l®ļiva do 

tk§nŊ, kde je jeho ¼ļinek ģ§douc², pak zvĨġ² jeho ¼ļinnost pŢsoben² a omez² vedlejġ² 

syst®mov® ¼ļinky.
14,88,89

 

Aplikace vŊtġiny l®ļiv je vġak omezen§ zejm®na kvŢli jejich ġpatn® rozpustnosti 

ve vodn®m prostŚed².
14,88,93

 Odhaduje se, ģe ve vodn®m prostŚed² je ġpatnŊ rozpustnĨch aģ 

70 % novĨch l®ļiv. V souļasn® dobŊ se ġpatn§ rozpustnost l®ļiv ve vodn®m prostŚed² Śeġ² 

napŚ²klad pŚ²davkem surfaktantu CremophorÈ EL. Tato l§tka vġak mŢģe zpŢsobovat 

neģ§douc² efekty
94-96

 jako napŚ²klad hypersenzitivn² reakce, n²zkĨ krevn² tlak, tachykardii 

ļi bronchi§ln² kŚeļe.
94,96

 Z tohoto dŢvodu se nyn² vĨznamnŊ rozv²j² vĨzkum nosiļovĨch 

syst®mŢ, kter® by mŊly zvĨġit ¼ļinnost (zejm®na cytotoxickĨch kancerostatickĨch) 

l®ļiv
14,88,89,97,98 

 bez neģ§douc²ch efektŢ. Pro zvĨġen² rozpustnosti l®ļiva ve vodn®m 

prostŚed² bylo vyzkouġeno mnoho postupŢ, ale jako nejslibnŊjġ² cesta se vġak jev² vyuģit² 

polymern²ch micel.
14,88,98-100

 

NŊkter® nanosyst®my vhodn® pro dopravu l®ļiv (vļetnŊ polymern²ch micel) jsou vytv§Śeny 

hydrofobn² asociac² tzv. amfifiln²ch molekul, tj. molekul, kter® maj² urļitou ļ§st vĨraznŊ 

hydrofobn² a zbyl§ ļ§st molekuly je vĨraznŊ hydrofiln². Amfifilita je jedn²m 

z nejdŢleģitŊjġ²ch faktorŢ pro samoshlukov§n² ve vodŊ.
100-102

 Amfifiln² polymery jsou 

z vŊdeck®ho hlediska velmi zaj²mav® materi§ly kvŢli jejich (potenci§ln²) aplikaci v oblasti 

nosiļovĨch syst®mŢ ve farmacii, v kosmetice, potravin§Śstv², prostŚedc²ch osobn² hygieny 

apod.
99 
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3.1. 4ÙÐÙ ÎÏÓÉéÏÖĻÃÈ ÓÙÓÔïÍĳ 
Mezi nosiļov® syst®my vġak nepatŚ² jen vĨġe zm²nŊn® polymern² micely, ale i liposomy, 

dendrimery, polymersomy ļi nanokapsule, kter® maj² jak sv® vĨhody, tak i nevĨhody. 

3.1.1. Liposomy  

Liposomy jsou ¼tvary tvoŚen® fosfolipidovou 

dvojvrstvou s vnitŚn² dutinou vyplnŊnou vodnou f§z² 

(Obr§zek 10). Pol§rn² charakter j§dra umoģŔuje 

enkapsulaci pol§rn²ch l®ļiv, zat²mco amfifiln² a 

lipofiln² molekuly jsou pak zachyceny 

ve fosfolipidov® dvojvrstvŊ.
99,103,104 

Hlavn² sloģkou 

liposomŢ jsou fosfolipidy a cholesterol, kter® jsou 

vġak finanļnŊ dosti n§roļn® a zpŢsobuj² vysok® 

n§klady na pŚ²pravu tŊchto nosiļŢ.
103,104

 Liposomy 

jsou nav²c pŚi dlouh®m skladov§n² fyzik§lnŊ a chemicky nestabiln².
103 

3.1.2. Dendrimery  

Dendrimery jsou molekuly s vysoce 

vŊtvenou symetrickou strukturou. Jsou 

tvoŚeny j§drem, rozvŊtvenĨmi 

jednotkami a termin§ln²mi funkļn²mi 

skupinami (Obr§zek 11). Dendrimery 

jsou pŚipravov§ny chemickou synt®zou a 

je tedy moģn® pŚipravit molekuly 

o zn§m® molekulov® hmotnosti a n²zk® 

polydisperzitŊ. C²len² dendrimerŢ je 

umoģnŊno pŚipojen²m c²l²c²ch ligandŢ 

na termin§ln² funkļn² skupiny. L®ļivo 

mŢģe vytv§Śet s okrajovĨmi skupinami 

dendrimeru supramolekul§rn² hostitel-host agreg§ty nebo mŢģe bĨt v§z§no nespecificky 

ĂuvnitŚñ dendrimeru.
99,105,106

 Velkou nevĨhodou dendrimerŢ je vġak velk§ cenov§ 

n§roļnost jejich pŚ²pravy.
105

 

3.1.3. Polymersomy  

Polymersomy jsou nadmolekul§rn² ¼tvary tvoŚen® z amfifiln²ch vysokomolekul§rn²ch 

blokovĨch kopolymerŢ (Obr§zek 12). StrukturnŊ jsou podobn® liposomŢm (hydrofiln² 

Obr§zek 10: Liposom. 

Obr§zek 11: Dendrimer. 
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j§dro), jsou vġak vytvoŚeny zpravidla 

ze syntetickĨch polymerŢ. Polymersomy jsou 

mechanicky, chemicky i termodynamicky 

stabilnŊjġ² neģ liposomy. TlouġŠka membr§ny 

urļuje jejich elasticitu, permeabilitu a 

mechanickou stabilitu. Polymersomy mohou 

enkapsulovat hydrofiln² l§tky ve sv®m j§dŚe, 

hydrofobn² l§tky ve sv® membr§nŊ a/nebo 

na sv®m povrchu. Nen² vġak dosud pops§no 

ģ§dn® jejich vyuģit² v klinick® praxi.
95,107

  

3.1.4. Nanokapsule  

Nanokapsule jsou vezikul§rn² syst®my, ve kterĨch je 

l®ļivo uzavŚeno v tekut® kavitŊ obklopen® tenkou 

polymern² membr§nou (Obr§zek 13).
92,99

 Polymern² stŊna 

nanokapsul² je vytvoŚena z neionickĨch polymerŢ a 

obklopuje tak lipofiln² j§dro.
92,99,108,109

 VnitŚn² kavita 

mŢģe obsahovat aktivn² l§tku v pevn® i tekut® formŊ. 

Nanokapsule mohou n®st aktivn² l§tku tak® na sv®m 

povrchu.
92,99 

 

3.2. 0ÏÌÙÍÅÒÎþ ÍÉÃÅÌÙ 
Ze skupiny nosiļovĨch syst®mŢ vġak z§jem odborn® veŚejnosti nejv²ce zaujaly polymern² 

micely a velk§ ļ§st vĨzkumu v t®to oblasti se zamŊŚuje zejm®na na nŊ. Ve sv® disertaļn² 

pr§ci se tak® vŊnuji jejich pŚ²pravŊ, a proto je nyn² rozeberu podrobnŊji neģ pŚedchoz² typy.  

Polymern² micely (Obr§zek 14) jsou ¼tvary, kter® maj² hydrofobn² j§dro a hydrofiln² obal, 

a jsou obvykle vyuģ²v§ny jako nosiļe hydrofobn²ch l®ļiv.
90,110-113

 Polymern² micely 

vznikaj² ve vodn®m prostŚed² z roubovanĨch ļi blokovĨch kopolymerŢ.
90,110

 Tyto 

makromolekuly obsahuj² hydrofobn² segmenty, kter® tvoŚ² j§dro vznikl® micely, a kter® 

slouģ² k enkapsulaci hydrofobn²ho l®ļiva. Hydrofiln² obal naopak stabilizuje micelu vŢļi 

rozpozn§vac²m syst®mŢm retikuloendoteli§ln²ho syst®mu a oddŊluje l®ļivo od vodn®ho 

prostŚed².
90,110-113

 

Obr§zek 12: Polymersom. 

Obr§zek 13: Nanokapsule. 
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Polymern² micely jsou velmi stabiln² a ve srovn§n² se 

surfaktanty maj² n²zkou kritickou asociaļn² koncentraci.
8,90,110

 

Hnac² silou pro samoshlukov§n² jsou nekovalentn² interakce, 

zejm®na hydrofobn², elektrostatick® a vod²kov® vazby ļi ˊāāāˊ 

stohov§n².
13 
ZpŢsob samoshlukov§n² z§vis² na koncentraci 

polymeru a strukturn²ch parametrech jako je poļet, d®lka a 

distribuce hydrofobn²ch skupin v r§mci polymern²ho 

skeletu.
114

  

Polymern² micely jako nosiļov® syst®my byly poprv® vyuģity zaļ§tkem 90. let 20. stolet², 

kdy byly pŚipraveny micely konjugovan® s doxorubicinem. Polymern² micely byly pot® 

intenzivnŊ studov§ny jako nosn§ m®dia pro injekt§ģe l®ļivĨch l§tek ġpatnŊ rozpustnĨch ve 

vodŊ jako je paclitaxel, indomethacin, aphotericin B, adriamycin, dihydrotestosteron aj. 

CelkovŊ bylo zjiġtŊno, ģe polymern² micely jsou vysoce efektivn² nosiļov® syst®my.
115

  

L®ļivo mŢģe bĨt v micele v§z§no buŅ hydrofobnŊ (nekovalentnŊ, tj. ĂrozpuġtŊnoñ v j§dŚe 

micely),
90,116 

nebo pŚ²mo chemicky nav§z§no na polymern² nosiļ biodegradovatelnou 

vazbou.
8,90,95,116 

L®ļivo je pot® uvolnŊno pŚeruġen²m kovalentn² vazby, ide§lnŊ 

ve specifick®m c²lov®m m²stŊ.
95 

Tvorba micel ve vodn®m roztoku nast§v§ v okamģiku, kdy koncentrace amfifiln²ho 

polymeru vzroste nad urļitou koncentraci oznaļovanou jako kritick§ agregaļn² 

koncentrace (CAC). PŚi t®to koncentraci zaļnou hydrofobn² segmenty asociovat, aby 

minimalizovaly kontakt s molekulami vody, a hydrofiln² ŚetŊzce se rozprost²raj² 

do vodn®ho prostŚed². Toto shlukov§n² vede k tvorbŊ micel§rn²ch struktur.
115,117

 Lipofiln² 

l®ļiva pak mohou bĨt zachycena v hydrofobn²m stŚedu vznikl® micely (nekovalentn² 

zpŢsob).
101,118

 Hodnoty CAC polymern²ch micel se pohybuj² v Ś§dech 10
-6
ï10

-7
 M. Takto 

n²zk® hodnoty pŚedurļuj² polymern² micely pro in vivo pod§n² d²ky zachov§n² micel§rn² 

struktury, a t²m prodlouģen² cirkulace v krevn²m Śeļiġti.
115 

Polymern² micely ale zauj²maj² pŚednostn² postaven² nejen kvŢli jejich pŚ²znivĨm 

hodnot§m CAC a mal® velikosti (10ï200 nm), ale tak® kvŢli vysok® stabilitŊ a 

solubilizaļn² kapacitŊ, moģnosti postupn®ho uvolŔov§n² l®ļiva a akumulaci v n§dorov® 

tk§ni (EPR efekt, viz n²ģe).
119,120 

 Pouģit² biodegradabiln²ho a biokompatibiln²ho polymeru 

(napŚ²klad hyaluronanu) pak zajiġŠuje zdravotn² nez§vadnost micel.
120

 

Obr§zek 14: Polymern² micela. 
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VysokĨ potenci§l HA fungovat jako nosiļ souvis² jednak s jeho hydrofiln² povahou (slouģ² 

jako hydrofiln² ļ§st nosiļe) a tak® s pŚirozenĨmi receptory v organismu, kter® maj² 

specifickou afinitu k HA (RHAMM receptory ļi CD44 receptory).
23,118 

BŊhem 

enzymatick®ho rozkladu syst®mu HAïl®ļivo, zajiġŠuj² CD44 receptory internalizaci HA 

buŔkami, coģ umoģŔuje Ś²zen® intracelul§rn² dod§n² l®ļiva.  

KromŊ c²len² polymern²ch micel do n§dorovĨch tk§n² pomoc² specifickĨch interakc² 

polymern² sloģky micely a receptorŢ, se micely mohou dostat do n§dorov® tk§nŊ tak® 

pomoc² takzvan®ho EPR efektu (enhanced permeation and retention effect). EPR efekt je 

zaloģen na faktu, ģe n§dorov§ tk§Ŕ je struktura s velkĨmi Ăp·ryñ mezi buŔkami (je 

takzvanŊ ĂdŊrav§ñ) a umoģŔuje tak prŢchod ĂvelkĨchñ molekul,
121-123

 obecnŊ do cca 780 

nm.
122 
Zdrav§ tk§Ŕ m§ Ăp·ryñ vĨraznŊ menġ², proto tyto molekuly (micely a podobnŊ) 

nepropouġt² nebo propouġt² jen v omezen® m²Śe. Protoģe n§dorov® tk§nŊ m²vaj² ġpatnĨ ļi 

ģ§dnĨ odvod lymfy, zŢst§vaj² nosiļe v tŊchto tk§n²ch d®le.
122-124

 PŚesto vġak nemŢģe EPR 

efekt garantovat zajiġtŊn² dostateļn® koncentrace l®ļiva v buŔk§ch.
91 

3.3. .ÏÓÉéÏÖï ÓÙÓÔïÍÙ ÎÁ ÂÜÚÉ (! 
Prvn² polymern² micely byly pŚipraveny ze syntetickĨch polymerŢ.

98,124
 Tyto nosiļov® 

syst®my vġak maj² mnoh® nevĨhody, zejm®na n²zkou biokompatibilitu a 

biodegradabilitu.
125

 N§slednŊ bylo ohnisko z§jmu posunuto k pŚ²rodn²m materi§lŢm. 

NŊkter® pŚ²rodn² polymery, jako chitosan ļi algin§t, byly tak® pouģity pro nosiļov® 

syst®my.
126

 Chitosan je ale lidsk®mu tŊlu ciz² a pŚi fyziologick®m pH je obt²ģnŊ 

rozpustnĨ.
127

 Algin§t, kterĨ byl rovnŊģ testov§n jako nosiļovĨ syst®m,
128

 je vġak in vivo 

rozkl§d§n pŚ²liġ pomalu.
18

 

Dalġ² pŚ²rodn² polymer, kterĨ byl testov§n pro vĨvoj nosiļovĨch syst®mŢ, je HA. Rozvoji 

nosiļŢ l®ļiv zaloģenĨch na pŚ²rodn²m HA vġak br§n² jeho vysok§ hydrofilita a ġpatn® 

biomechanick® vlastnosti. Fyzik§lnŊïchemick® vlastnosti HA nejsou dostaļuj²c² pro tvorbu 

stabiln²ch agreg§tŢ ve vodn®m prostŚed² a enkapsulaci hydrofobn²ch biologicky aktivn²ch 

l§tek ļi l®ļiv.
35,93

 HA tak® vykazuje n²zkou biologickou stabilitu in vivo a kr§tkou dobu 

setrv§n² v organismu kvŢli rychl®mu odbour§v§n².
35

 Jako vhodn§ cesta ke zpomalen² 

odbour§v§n² HA v tŊle se vyuģ²v§ jeho chemick§ modifikace.
18

 

3.4. "ÌÏËÏÖï ÖÓȢ ÒÏÕÂÏÖÁÎï polymery  
Polymern² micely bĨvaj² nejļastŊji pŚipravov§ny z blokovĨch (Obr§zek 15A) ļi 

roubovanĨch polymerŢ (Obr§zek 15B). Roubovan® polymery jsou polymery, jejichģ 
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molekuly maj² alespoŔ jeden blok nav§zanĨ jako vedlejġ² ŚetŊzec na hlavn² polymern² 

kostŚe. Blokov® polymery jsou takov® polymery, jejichģ molekuly jsou tvoŚeny bloky, 

kter® jsou Śazeny line§rnŊ za sebou.
129

 

 

Obr§zek 15: BlokovĨ (A) a roubovanĨ (B) polymer 

Nosiļov® syst®my zaloģen® na blokovĨch polymerech kyseliny hyaluronov® byly 

pŚipraveny napojen²m poly(ɔ-benzyl-L-glutam§tu),
130

  poly(D,L-laktid-co-glykolidu)
131

  

nebo polyethylenglykolu
132

 na HA. Vġechny vĨġe uveden® postupy vġak vyuģ²vaj² kyselou 

formu HA a pro reakce je nutn§ dlouh§ reakļn² doba (v Ś§du dn²), coģ jsou podm²nky, 

pŚi nichģ doch§z² k rozkladu polymern²ho ŚetŊzce HA. Nanoļ§stice zaloģen® na blokovĨch 

polymerech ļasto pozbĨvaj² funkļnost kvŢli limitovan®mu poļtu hydrofobn²ch stavebn²ch 

sloģek pŚipraven®ho blokov®ho polymeru (maxim§ln² pomŊr hydrofiln²ho polymeru vŢļi 

hydrofobn² stavebn² sloģce mŢģe bĨt 1:1).
133

 NevĨhodou je tak® zpravidla vyġġ² hodnota 

CAC.
134

 Oproti tomu ve prospŊch roubovanĨch polymerŢ hovoŚ² n²zk® hodnoty CAC 

micel pŚipravenĨch z tŊchto polymerŢ. N²zk® hodnoty CAC jsou pro in vivo aplikace 

vhodn®, protoģe se sniģuj²c² se hodnotou CAC stoup§ stabilita micel v oblasti bŊģnŊ 

pouģ²vanĨch koncentrac². Pro ¼ļely vyuģit² v oblasti nosiļŢ l®ļiv je stabilita micel velice 

dŢleģit§, protoģe m§lo stabiln² micely snadno uvolŔuj² l®ļivo ze sv®ho j§dra dŚ²ve neģ 

v c²lov®m m²stŊ.
117

 

3.5. -ÅÔÏÄÙ ÐĠþÐÒÁÖÙ ÍÉÃÅÌ 
V z§vislosti na fyzik§lnŊïchemickĨch vlastnostech polymerŢ jsou pouģ²v§ny dvŊ metody 

pro pŚ²pravu polymern²ch micel. Prvn² metoda (odpaŚovac²) zahrnuje rozpuġtŊn² polymeru 

ve vhodn®m rozpouġtŊdle, zat²mco enkapsulovan§ l§tka je rozpuġtŊna v organick®m 

rozpouġtŊdle nebo dispergov§na ve vodn®m prostŚed² spolu s polymerem.
123,134

 Organick§ 
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f§ze je pŚid§na po kapk§ch do roztoku polymeru a za st§l®ho m²ch§n² je rozpouġtŊdlo 

odpaŚeno.
134

 V nŊkterĨch pŚ²padech bĨv§ pro vytvoŚen² micel aplikov§na vyġġ² 

teplota
123,134

 nebo je smŊs naopak ochlazena.
134

 Tato metoda pŚ²pravy se vyznaļuje mnoha 

vĨhodami. TŊmi jsou jednoduchost, relativn² ļasov§ nen§roļnost, moģnost jednoduġe 

zvyġovat mnoģstv² zpracov§van®ho materi§lu a zpravidla uspokojiv§ enkapsulaļn² 

efektivita.
123,134

 

Druh§ technika je vhodn§ pro polymery, kter® nejsou zcela rozpustn® ve vodŊ.
123,134

 

V tomto pŚ²padŊ je jak l®ļivo, tak polymer rozpuġtŊnĨ ve vhodn®m organick®m 

rozpouġtŊdle. Micelizace je v tomto pŚ²padŊ z§visl§ zejm®na na zpŢsobu odstranŊn² 

rozpouġtŊdla. V pŚ²padŊ, ģe je rozpouġtŊdlo m²siteln® s vodou, mŢģe bĨt odstranŊno 

pomoc² dialĨzy oproti deionizovan® vodŊ (tzv. dialyzaļn² metoda).
58,123,134

 Jsou-li pouģita 

rozpouġtŊdla s vodou nem²siteln§, doch§z² k enkapsulaci pomoc² emulzifikaļn²ho procesu 

(olej ve vodŊ). VĨhodou t®to metody je relativnŊ vysok§ vazebn§ kapacita a vysok§ 

moģnost interakce l®ļiva s polymerem d²ky tomu, ģe jsou rozpuġtŊny ve stejn® f§zi. 

NevĨhodou je pouģit² organickĨch rozpouġtŊdel, nesnadn® navyġov§n² mnoģstv² 

zpracov§van®ho materi§lu a v²ce krokŢ neģ v pŚ²padŊ odpaŚovac² metody.
134

 

DŚ²ve byla publikov§na i tŚet² metoda pŚ²pravy polymern²ch micel. Polymer i l®ļivo byly 

rozpuġtŊny v syst®mu voda/terc-butanol a tato smŊs rozpouġtŊdel byla odstranŊna 

lyofilizac².
123,134

 Tato metoda pŚ²pravy micel vġak pravdŊpodobnŊ nepŚin§ġ² ģ§dn® z§sadn² 

vĨhody.
134

 

3.6. !ÒÏÍÁÔÉÃËï ÎÏÓÉéÅ 
Dosavadn² vĨzkumy se zamŊŚovaly zejm®na na pŚ²pravu amfifiln²ch deriv§tŢ s alifatickĨmi 

hydofobn²mi skupinami.
2,135,136

 Modifikace polymerŢ pro nosiļov® syst®my pomoc² 

aromatickĨch hydrofobn²ch sloģek byla studov§na jen pomŊrnŊ m§lo a ļastŊji se jednalo 

o pŚ²pravu blokovĨch nikoliv roubovanĨch polymerŢ.  

Lze pŚedpokl§dat, ģe l®ļiva aromatick®ho charakteru, kterĨch je zejm®na mezi 

kancerostatickĨmi l®ļivy vŊtġina,
136

 mohou bĨt l®pe inkorporov§na do micel aromatickĨch 

deriv§tŢ pomoc² ā́āāˊ interakc². Chemick§ modifikace polymerŢ pomoc² aromatickĨch 

hydrofobn²ch skupin tak® zpŢsobuje sn²ģen² kritick® asociaļn² koncentrace (CAC). Toto je 

velmi v²tanĨ fakt,
136

 protoģe pŚi vysokĨch hodnot§ch CAC by nebyla moģn§ in vivo 

aplikace.
95,136
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VĨġe zm²nŊnou hypot®zu aromatick®ho ukotven² l®ļiva v micele potvrzuje i publikace, kde 

byla pops§na pŚ²prava micel z blokovĨch kopolymerŢ, konkr®tnŊ 

z methoxypolyethylenglykol-b-poly(karbon§t-co-L-laktid)kopolymeru 

[PEG-b-P(CB-co-LA)] a methoxypolyethylenglykol-b-poly(laktid)kopolymeru 

(PEG-b-PLLA) (Obr§zek 16).
137
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Obr§zek 16: AromatickĨ a nearomatickĨ nosiļ pro enkapsulaci bicalutamidu. 

EnkapsulovanĨm kancerostatickĨm l®ļivem byl bicalutamid (Obr§zek 17). Bicalutamid je 

or§lnŊ pod§van®, ve vodŊ prakticky nerozpustn®, l®ļivo, v jehoģ molekule jsou obsaģeny 

dva aromatick® kruhy. 
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Obr§zek 17: Bicalutamid. 

Kopolymer PEG-b-PLLA je tvoŚen pouze dvŊma druhy alifatickĨch polymern²ch ŚetŊzcŢ, 

zat²mco PEG-b-P(CB-co-LA) obsahuje v postrann²m ŚetŊzci aromatickĨ skelet (z²skanĨ 

zabudov§n²m monomeru 5-methyl-5-benzyloxykarbonyl-1,3-dioxan-2-onu). Nejlepġ² 

PEG-b-P(CB-co-LA) vykazuje v²ce neģ 4Ĭ vyġġ² hodnotu vazebn® kapacity (4,10Ñ0,23) 

ve srovn§n² s PEG-b-PLLA (1,0Ñ0,3). Hodnoty CAC pro PEG-b-P(CB-co-LA) 

(0,002 gādm
ī3

) byly o Ś§d niģġ² neģ pro PEG-b-PLLA (0,03 gādm
ī3

). A jak jiģ bylo 

uvedeno dŚ²ve, CAC pŚ²mo souvis² se stabilitou polymern²ch micel v roztoku. Pro in vivo 

aplikace polymern²ch micel (napŚ²klad do krevn²ho ŚeļiġtŊ kdy doch§z² k velk®mu ŚedŊn²) 

je vyġġ² stabilita micel ģ§douc². In vitro testy tak® uk§zaly, ģe micely tvoŚen® 

PEG-b-P(CB-co-LA) jsou v²ce ¼ļinn® pŚi postupn®m uvolŔov§n² bicalutamidu neģ micely 

pŚipraven® z PEG-b-PLLA. Testy cytotoxicity potvrdily, ģe l®ļivo v§zan® v micele m§ 



Disertaļn² pr§ce                                                                                       Ing. Alena Matelov§ 

 

34 
 

stejn® inhibiļn² ¼ļinky na LNCaP (bunŊļn§ linie lidsk®ho n§doru prostaty) jako l®ļivo 

voln®. 

Nekovalentn² vazba aromatick®ho l®ļiva pomoc² ā́āāˊ interakc² byla Ăpozorov§nañ mezi 

aromatickĨm l®ļivem a konjug§tem oxidu grafenu a HA.
138

 Aromatick® l®ļivo je v§z§no 

na grafen pomoc² vod²kovĨch vazeb a ˊāāāˊ interakc². Tento komplex je vĨbornŊ rozpustnĨ 

ve vodn®m prostŚed² a in vitro vykazuje inhibiļn² efekt na n§dorov® buŔky. 

Jako pŚ²klad lepġ²ch vlastnost² aromatick®ho blokov®ho polymeru mŢģe bĨt uvedena tak® 

inkorporace camphothecinu do nosiļŢ na b§zi polyethylenglykol-polyaspart§t esteru, 

substituovan®ho benzylovĨm, n-butylovĨm, dodecylovĨm zbytkem ļi smŊs² dvou z tŊchto 

zbytkŢ (Obr§zek 18). Vġechny micely s inkorporovanĨm camphothercinem vykazuj² 

podobn® stability in vitro, nikoliv vġak in vivo. Micely, kde je polymer substituovanĨ 

pouze benzylem, vykazuj² in vivo delġ² cirkulaļn² ļas neģ micely, kde je polymer 

substituov§n z§roveŔ nïbutylem ļi dodecylem. Tento jev nast§v§ i navzdory tomu, 

ģe hydrofobn² j§dra tŊchto ĂsmŊsnĨchñ micel maj² v²ce hydrofobn² charakter (dodecylï 

dvan§ct uhl²kovĨch atomŢ, benzyl ï sedm uhl²kovĨch atomŢ). Tyto vĨsledky naznaļuj², ģe 

nejen hydrofobicita, ale tak® fyzik§ln² vlastnosti jako je rigidita ļi ˊāāāˊ interakce j§dra 

micely s l®ļivem pŚisp²v§ k jeho inkorporaci a stabilitŊ.
139

 

O N
H

N
H

N
H

Hn

 

O

COOR

x

 

O COOR

y

 

R = H nebo benzyl nebo butyl nebo dodecyl  

Obr§zek 18: Nosiļ na b§zi polyethylenglykol-polyaspart§t esteru. 

Aromaticky modifikovan® amfifiln² polymery byly pŚipraveny tak® 

z methoxypolyethylenglykolu (PEG) a kyseliny skoŚicov® (PEG-CIN), a 

methoxypolyethylenglykolu a dvou molekul kyseliny skoŚicov®, kter® jsou nav§zan® 

na termin§ln² skupinŊ PEG pŚes lysin (PEG-Lys-DCIN)
125

 (Obr§zek 19).  
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Obr§zek 19: PEG modifikovanĨ kyselinou skoŚicovou. 
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U tŊchto deriv§tŢ byla stanovena hodnota CAC na 0,78 mgĿcm
ī3

 pro PEG-CIN a 0,04 

mgĿcm
ī3

 pro PEG-Lys-DCIN. Zdvojn§soben²m struktur zodpovŊdnĨch za ā́āāˊ interakce 

klesla hodnota CAC zhruba 20Ĭ. U micel PEG-Lys-DCIN byla pozorov§na vŊtġ² vazebn§ 

kapacita a pomalejġ² uvolŔov§n² doxorubicinu neģ u PEG-CIN. D§le byla studov§na 

protin§dorov§ aktivita voln®ho doxorubicinu (Obr§zek 20) (v tomto pŚ²padŊ jeho ve vodŊ 

rozpustn® formy DOXĿHCl) a doxorubicinu inkorporovan®ho v micel§ch. Studie prob²hala 

na myġ²ch n§dorovĨch buŔk§ch a bylo potvrzeno, ģe aktivita doxorubicinu je srovnateln§. 

PŚi aplikaci DOXĿHCl a doxorubucinu inkorporovan®ho v micel§ch, bylo u myġ², kterĨm 

byl pod§n DOXĿHCl, pozorov§no zarudnut² a otok v oblasti vpichu, v§hovĨ ¼bytek a 

mal§tnost. U myġ², jimģ byl doxorubicin pod§n prostŚednictv²m micel§rn²ho nosiļe, nebyly 

tyto negativn² efekty pozorov§ny. Hlavn² nevĨhodou tŊchto polymern²ch micel je vġak 

n²zk§ stabilita pŚi interakc²ch s krevn²mi proteiny, zejm®na albuminem, Ŭ- , ɓ- a ɔ- 

globuliny,
125,140

 kter§ je zpŢsobena adsorbc² tŊchto proteinŢ na povrch micel.
140,141
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Obr§zek 20: Doxorubicin. 

Dalġ²m nedostakem je pouģitĨ z§kladn² polymer, protoģe PEG je syntetickĨ 

nebiodegradabiln² polymer.
142,143

 Syntetick® polymery, d²ky sv®mu charakteru tŊlu ciz² 

l§tky, jsou rychle po aplikaci odstranŊny z organismu na z§kladŊ sv® hydrofility. Takov®to 

polymery tak® neumoģŔuj² c²len² l®ļiva do poģadovanĨch m²st jinak neģ pomoc² pasivn²ho 

smŊrov§n² (EPR efekt), a to buŅ z dŢvodu jejich chemick® povahy, nebo proto, ģe ztratily 

svou pŢvodn² schopnost c²len² kvŢli chemick® modifikaci.
144

 

Byl vġak i pops§n opaļnĨ pŚ²pad, kdy nebylo pozorov§no zvĨġen² vazebn® kapacity 

pŚi pouģit² aromatick®ho nosiļe pro enkapsulaci aromatick® l§tky. PŚi srovn§n² schopnosti 

inkorporace a stability aromatickĨch l§tek v alifatick®m a aromatick®m nosiļi bylo 

zjiġtŊno, ģe 4-aminofluorescein (aromatick§ flourescenļn² l§tka, Obr§zek 21) je navzdory 

pŚedpokladŢm l®pe v§z§n do alifatick®ho nosiļe neģ do aromatick®ho.
145
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Obr§zek 21: Struktura 4ïaminofluoresceinu. 

 

3.7. .ÏÓÉéÅ ÎÁ ÂÜÚÉ ÁÍÆÉÆÉÌÎþÈÏ HA s ÁÒÏÍÁÔÉÃËĻÍi  pÏÓÔÒÁÎÎþÍi  ĠÅÔñÚÃÉ  
Zn§my jsou tak® aromatick® nosiļe zaloģen® na modifikovan® HA, kter® vġak vykazuj² 

mnoh® nedostatky limituj²c² jejich aplikace.  

Jeden z tŊchto nosiļŢ
144 

(Obr§zek 22), amfifiln² roubovanĨ polymer kyseliny hyaluronov® 

(kysel§ forma), byl pŚipraven z HA a polykaprolaktonu esterifikovan®ho na jeho konci 

benzylalkoholem (PCL), kterĨ byl z²sk§n polymerac² benzylalkoholu a -kaprolaktonu. 

Tato synt®za vġak vykazuje mnoho nevĨhod. Vyuģ²v§ napŚ²klad kyselou formu 

hyaluronanu a vysokou teplotu (80 ÁC po dobu 4 h), coģ vede k rozkladu 

polysacharidov®ho ŚetŊzce. Dalġ² nevĨhodou je nemoģnost pŚesnŊ definovat d®lku 

alifatick®ho ŚetŊzce kvŢli polymerizaci. PŚi synt®ze PCL se nav²c pouģ²v§ vysoce toxickĨ 

katalyz§tor (2-ethylhexano§t c²natĨ) nedoporuļenĨ pro biomedic²nsk® aplikace, coģ 

pŚedstavuje z§sadn² probl®m kvŢli registraļn² dokumentaci. Velikou nevĨhodou takto 

pŚipravenĨch polymern²ch micel je tak® relativnŊ vysok§ hodnota CAC (0,05 gĿcm
ī3

). 
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Obr§zek 22: HA modifikovanĨ PCL. 

JinĨm aromatickĨm nosiļem je kyselina hyaluronov§ (kysel§ forma) substituovan§ 

pyrenem
146

 (Obr§zek 23). 1-Pyrenmethylamin je ale nav§z§n na karboxylovou skupinu HA 

a blokuje tak terapeuticky vĨznamn® karboxylov® skupiny polymeru.
33

 Nav²c bylo 

prok§z§no, ģe deriv§ty pyrenu po derm§ln² i podkoģn² expozici zpŢsobuj² n§dory 

u myġ².
147
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Obr§zek 23: Hyaluronan substituovanĨ 1-pyrenmethylaminem.  

Existuj² i deriv§ty, kde byl HA modifikov§n aromatickĨmi substituenty na hydroxylovĨch 

skupin§ch
148

 (Obr§zek 24). Modifikace vġak bohuģel prob²hala za bezvodĨch podm²nek a 

tud²ģ bylo nezbytn® pouģ²t kyselou formu HA. Reakce byla prov§dŊna ve formamidu, coģ 

je podezŚelĨ karcinogen a potvrzenĨ teratogen. U deriv§tŢ se stupnŊm substituce vyġġ²m 

neģ 12 % je dalġ² nevĨhodou velmi n²zk§ rozpustnost v 0,2M NaCl. 
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Obr§zek 24: Hyaluronan modifikovanĨ deriv§tem kyseliny skoŚicov®. 

JinĨ pŚ²stup nastiŔuje pr§ce, kde je HA modifikov§n pŚ²mo aromatickĨm l®ļivem 

pŚes vhodnĨ linker. T²mto zpŢsobem byla provedena modifikace HA 

20-(S)-campthotecinem, coģ je pŚirozenŊ se vyskytuj²c² alkaloid s kancerostatickĨm 

¼ļinkem. Tento postup pŚ²pravy je vġak zdlouhavĨ a zahrnuje vĨmŊnu hydroxylov® 

skupiny na ġest®m uhl²ku N-acetylglukosaminu za atom chloru, pŚeveden² sodn® soli HA 

na tetrabutylamoniovou sŢl a nahrazen² atomu chloru za vzniku aminoskupiny. Oba tyto 

postupy zahrnuj² pomŊrnŊ n§roļn® reakļn² podm²nky, kter® neģ§douc²m zpŢsobem pŢsob² 

na HA. SamotnĨ 20-(S)-campthotecin je nav§z§n na vhodnĨ linker a pot® teprve prob²h§ 

modifikaļn² reakce HA. Po aplikaci do organismu je l®ļivo uvolnŊno hydrolĨzou esterov® 

vezby mezi linkerem a l®ļivem. Jiģ jen tento struļnĨ popis napov²d§, ģe se jedn§ 
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o pomŊrnŊ n§roļnĨ postup a v samotn® pr§ci je naznaļeno, ģe se jedn§ sp²ġe o teoretickĨ 

pŚ²stup k vŊci.
149

  

VĨhody modifikace HA pŚes jeho hydroxylov® skupiny (tedy zachov§n² moģnosti 

pŚirozen®ho c²len² HA pomoc² volnĨch karboxylovĨch skupin) byly vyuģity i pŚi substituci 

HA poly(styren-co-maleinanhydridem) (Obr§zek 25) pro pŚ²pravu optim§ln²ho nosiļe 

pro l®ļbu rakoviny slinivky. Jako l®ļivo byl v tomto pŚ²padŊ pouģ²v§n 

3,4-difluorbenzyliden kurkumin, tedy l®ļivo s aromatickou strukturou. Pro pŚ²pravu tohoto 

deriv§tu byly pouģity m²rn® reakļn² podm²nky [slabŊ bazick® vodn® prostŚed² a DMSO pro 

rozpuġtŊn² poly(styren-co-maleinanhydridu), pokojov§ teplota]. NetoxickĨ substituent byl 

na HA nav§z§n za vyuģit² jednoduch®ho otevŚen² anhydridov®ho kruhu, tud²ģ nebylo 

zapotŚeb² pouģ²t dalġ² reakļn² komponenty, kter® by mohly (z)pŢsobit probl®my pŚi dalġ²ch 

aplikac²ch, kter® by byly ġpatnŊ odstraniteln® nebo napŚ²klad by zpŢsobovaly degradaci 

HA ŚetŊzce. 

PŚipravenĨ deriv§t a jeho micely se uk§zaly jako funguj²c² nosiļovĨ syst®m. Tento deriv§t 

je netoxickĨ, ve vodŊ rozpustnĨ a jeho micely maj² dobrou vazebnou kapacitu, velikost, 

z-potenci§l a i dalġ² vlastnosti nezbytn® pro tyto aplikace.
150
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Obr§zek 25: Hyaluronan modifikovanĨ poly(styren-co-maleinanhydridem). 

Z vĨġe uvedenĨch informac² je zŚejm®, ģe HA je vhodnĨm polymerem pro pŚ²pravu 

deriv§tŢ pro nosiļov® syst®my. Je ovġem nutn® peļlivŊ zv§ģit vhodnost modifikaļn²ch 

ļinidel a jejich vlastnost², pouģit® reakļn² podm²nky ļi c²len² modifikaļn²ch krokŢ 

na konkr®tn² skupiny HA. VĨġe uveden® pŚ²klady deriv§tŢ (respektive jejich mnoģstv²) 

demonstruj² nedostatek popsanĨch funkļn²ch nosiļŢ na b§zi sodn® soli HA, modifikovan® 

pŚes hydroxylov® skupiny ve vodn®m prostŚed². Ve sv® disertaļn² pr§ci se proto zabĨv§m 
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zpŢsobem modifikace HA modelovĨmi aromatickĨmi modifikaļn²mi ļinidly za, pokud 

moģno, co nejġetrnŊjġ²ch reakļn²ch podm²nek.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Disertaļn² pr§ce                                                                                       Ing. Alena Matelov§ 

 

40 
 

4. #þÌÅ ÄÉÓÅÒÔÁéÎþ ÐÒÜÃÅ 
 

¶ Prov®st liter§rn² reġerġi a na z§kladŊ z²skanĨch informac² navrhnout vhodn§ 

modifikaļn² ļinidla obsahuj²c² aromatick® kruhy, pŚ²padnŊ jejich pŚ²pravu a zpŢsob 

modifikace HA s ohledem na zamĨġlen® aplikace v oblasti nosiļŢ l®ļiv, 

¶ pŚ²pravit navrģen§ modifikaļn² ļinidla a prov®st jejich ¼plnou charakterizaci, 

¶ modifikovat HA pŚipravenĨmi ļinidly a charakterizovat produkty dostupnĨmi 

spektroskopickĨmi metodami, 

¶ vyuģ²t modifikovanĨ HA pro pŚ²pravu polymern²ch micel s vybranĨmi biologicky 

aktivn²mi l§tkami a chrakterizovat je, 

¶ shrnout vĨsledky do publikac² v odbornĨch periodic²ch a prezentovat je 

na vŊdeckĨch konferenc²ch. 
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5. ExperimeÎÔÜÌÎþ éÜÓÔ 

5.1. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒĳ (! Á ʖ-ÆÅÎÙÌÍÁÓÔÎĻÃÈ ËÙÓÅÌÉÎ 

5.1.1. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒÕ (! Á τ-ÆÅÎÙÌÍÜÓÅÌÎï ËÙÓÅÌÉÎÙ 

Postup 

Hyaluronan (0,5 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv., 6 nebo 15 kDa) bylo rozpouġtŊno 60 min v 8 cm
3
 

demineralizovan® vody. V tŚic§t® minutŊ rozpouġtŊn² byla k vodn®mu roztoku pŚid§na b§ze 

(2,0 ekv.) a propan-2-ol (IPA, 4 cm
3
). Po 60 minut§ch rozpouġtŊn² HA byl do roztoku 

pŚid§n katalyz§tor (DMAP; 0,0125 mmol; 0,01 ekv.; 0,0015 g) a n§slednŊ i aktivaļn² 

reakce. Takto vznikl§ reakļn² smŊs byla m²ch§na 2 h za laboratorn² teploty.  

Aktivovan§ 4-fenylm§seln§ kyselina byla pŚipravena pŚ²davkem b§ze (2,0 ekv.; poļ²t§no 

na disacharidovou jednotku hyaluronanu) a aktivaļn²ho ļinidla (benzoylchlorid; 2,0 ekv.) 

do roztoku 4-fenylm§seln® kyseliny (2,0 ekv.; 0,4105 g; 2,5 mmol) v IPA (4 cm
3
) 

ve stejn®m okamģiku jako pŚ²davek b§ze a rozpouġtŊdla do vodn®ho roztoku HA (viz 

vĨġe). 

Zpracov§n² 

K reakļn² smŊsi bylo pŚid§no 100 cm
3 

IPA a cca 0,5 cm
3 
nasycen®ho vodn®ho roztoku 

NaCl. Vysr§ģenĨ produkt byl nech§n sedimentovat a nadbyteļn® rozpouġtŊdlo bylo 

dekantov§no. K sedimentu bylo pŚid§no 25 cm
3 
smŊsi IPA a demineralizovan® vody 

(85:15, V:V), prom²ch§no a opŊt nech§no sedimentovat. Tento postup byl opakov§n tak, ģe 

sediment byl celkem promyt 4 Ĭ 25 cm
3 
smŊsi IPA a demineralizovan® vody (85:15, V:V) 

a 4 Ĭ 25 cm
3 

IPA. Sediment byl na Petriho misce suġen v horkovzduġn® suġ§rnŊ pŚi 40 ÁC 

po dobu 20 h. Prob²hala-li sedimentace pŚ²liġ pomalu, byl sediment z roztoku z²sk§n 

centrifugac². Pro ¼pln® odstranŊn² vody (resp. rezidu² rozpouġtŊdel), byla v nŊkterĨch 

pŚ²padech pouģita lyofilizace vzorku. V takov®m pŚ²padŊ byl deriv§t znovu rozpuġtŊn 

v minim§ln²m mnoģstv² demineralizovan® vody, zamraģen a lyofilizov§n. Produkt reakce 

byl z²sk§n jako bezbarvĨ amorfn² pr§ġek ve vĨtŊģku 85 %. 

1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 1,90 (bs, 2H, CH2); 2,35ï2,50 (bs, 2H, CH2); 2,60ï2,73 

(bs, 2H, CH2); 7,10ï8,20 (m, 5H, C6H5) ppm. 
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5.1.2. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒĳ (! Á φ-ÆÅÎÙÌÈÅØÁÎÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙ Á ψ-ÆÅÎÙÌÏËÔÁÎÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙ 

Estery HA a 6-fenylhexanov® kyseliny (HAï6C) a 8-fenyloktanov® kyseliny (HAï8C) 

byly pŚipraveny stejnĨm postupem jako estery HA a 4-fenylm§seln® kyseliny (viz kap. 

5.1.1). Nav§ģky a mol§rn² pomŊry vġech reagentŢ byly shodn®. K tŊmto reakc²m byly 

pouģity 2,0 ekv. 6-fenylhexanov® kyseliny (0,467 cm
3
; 2,5 mmol) a 2,0 ekv. 8-

fenyloktanov® kyseliny (0,540 cm
3
; 2,5 mmol). Produkty reakc² byly z²sk§ny jako 

bezbarv® amorfn² pr§ġky ve vĨtŊģc²ch 89 % (HAï6C) a 86 % (HAï8C). 

HAï6C: 
1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 1,20ï1,40 (bs, 2H, CH2), 1,50ï1,72 (bs, 2H, 

CH2), 2,25ï2,50 (bs, 4H, CH2), 2,55ï2,70 (bs, 2H, CH2), 7,10ï8,20 (m, 5H, C6H5) ppm. 

HAï8C: 
1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 1,20ï1,40 (bs, 6H, CH2), 1,50ï1,70 (bs, 4H, 

CH2), 2,25ï2,48 (bs, 2H, CH2), 2,54ï2,68 (bs, 2H, CH2), 7,10ï8,10 (m, 5H, C6H5) ppm. 

5.1.3. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒĳ (! Á &ÍÏÃ-6-Ahx-OH 

Fmoc-6-Ahx-OH  = N-9-(Fluorenylmethyloxykarbonyl)-6-aminohexanov§ kyselina 

Estery HA a Fmoc-6-Ahx-OH byly pŚipraveny stejnĨm postupem jako estery HA a 4-

fenylm§seln® kyseliny (kap. 5.1.1) za zachov§n² stejnĨch mol§rn²ch pomŊrŢ vġech 

reagentŢ s vĨjimkou IPA pouģit®ho pro rozpuġtŊn² Fmoc-6-Ahx-OH. V tomto pŚ²padŊ bylo 

pouģito 6 cm
3
, protoģe 4 cm

3
 nebyly dostaļuj²c².  Do roztoku HA proto byly pŚid§ny jen 2 

cm
3
 m²sto 4 cm

3 
IPA. K reakci byly pouģity 2 ekv. Fmoc-6-Ahx-OH  (0,8835 g; 2,5 

mmol). Produkty reakc² byly z²sk§ny jako bezbarv® amorfn² pr§ġky ve vĨtŊģc²ch 79ï85 %. 

1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ  0,75ï1,60 (m, 6H, CH2), 2,40 (bs, 2H, CH2COO), 2,98 

(bs, 2H, NCH2), 4,34 (bs, 1H, CH), 6,75ï8,25 (m, 8H, Harom.) ppm. 

5.1.4. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒĳ (! Á ρρ-ÔÏÌÙÌÕÎÄÅËÁÎÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙ 

PŚ²prava 11-tolylundekanov® kyseliny 

Postup a)  

Monohydr§t kyseliny 4-toluensulfonov® (7,17 g; 37,71 mmol; 2,0 ekv.) byl rozpuġtŊn v  

methanolu (20 cm
3
). K tomuto roztoku byla pŚid§na 11-bromundekanov§ kyselina (5 g; 

18,86 mmol; 1,0 ekv.). VĨslednĨ roztok byl refluxov§n 5 h. Po ochlazen² reakļn² smŊsi byl 

methanol odpaŚen na RVO, z²skanĨ olej byl naŚedŊn vodou (20 cm
3
) a extrahov§n DEE (3 

Į 20 cm
3
). Spojen® organick® pod²ly byly promyty vodou (2 Į 40 cm

3
) a 30 cm

3
 

nasycen®ho roztoku NaCl. Organick§ f§ze byla suġena nad Na2SO4 a odpaŚena na RVO. 
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PoģadovanĨ produkt byl z²sk§n v podobŊ ģlut®ho oleje ve vĨtŊģku 94 % (4,86 g) a byl 

pouģit v n§sleduj²c²m kroku bez dalġ²ho ļiġtŊn².  

1
H NMR (CDCl3): ŭ 1,25ï1,34 (m, 10H, CH2), 1,42 (kv; J=7,3 Hz; 2H; CH2), 1,62 (kv; 

J=7,3 Hz; 2H; CH2), 1,85 (kv; J=7,3 Hz; 2H; CH2), 2,30 (t; J=7,6 Hz; 2H; CH2), 3,40 (t; 

J=6,8 Hz; 2H; CH2), 3,67 (s, 3H, CH3) ppm. 

Postup b)  

Kyselina 11-bromundekanov§ (1,01 g; 3,80 mmol) byla rozpuġtŊna v  methanolu (20 cm
3
). 

K tomuto roztoku bylo pomalu pŚikap§no 0,1 cm
3
 koncentrovan® H2SO4. VĨslednĨ roztok 

byl refluxov§n 5 h. K ochlazen® reakļn² smŊsi byl pŚikap§n nasycenĨ vodnĨ roztok 

NaHCO3 kvŢli neutralizaci kyseliny a vznikl§ smŊs byla extrahov§na hexanem 

(3 Į 5 cm
3
). Spojen® organick® pod²ly byly promyty 15 cm

3 
vody a 15 cm

3 
nasycen®ho 

roztoku NaCl. Organick§ f§ze byla suġena nad Na2SO4 a odpaŚena na RVO. PoģadovanĨ 

produkt byl z²sk§n v podobŊ ģlut®ho oleje ve vĨtŊģku 95 % (0,97 g) a byl pouģit v 

n§sleduj²c²m kroku bez dalġ²ho ļiġtŊn². 

1
H NMR (CDCl3): ŭ 1,25ï1,34 (m, 10H, CH2), 1,42 (kv; J=7,3 Hz; 2H; CH2), 1,62 (kv; 

J=7,3 Hz; 2H; CH2), 1,85 (kv; J=7,3 Hz; 2H; CH2), 2,30 (t; J=7,6 Hz; 2H; CH2), 3,40 (t; 

J=6,8 Hz; 2H; CH2), 3,67 (s, 3H, CH3) ppm. 

BezvodĨ AlCl 3 (2,4 g; 18 mmol; 1,5 ekv.) byl rozsuspendov§n v  bezvod®m toluenu (25 

cm
3
) a vznikl§ suspenze byla vychlazena na 4 ÁC. Do m²chan® suspenze byl 

v pŊtiminutovĨch intervalech ve tŚech d§vk§ch pŚid§n methyl-11-bromundekano§t (2,9 

cm
3
; 12 mmol; 1,0 ekv.). Reakļn² smŊs byla zahŚ§ta na 60 ÁC a pŚi t®to teplotŊ ponech§na 

m²chat 2 h. Vznikaj²c² HBr byl kvŢli neutralizaci odv§dŊn do roztoku NaHCO3. Po 

ochlazen² byla reakļn² smŊs nalita na led. Vodn§ f§ze byla extrahov§na DEE (3 Į 25 cm
3
) 

a spojen® organick® pod²ly byly promyty 10% vodnĨm roztokem NaHCO3 (50 cm
3
). 

Organick§ f§ze byla suġena nad Na2SO4 a odpaŚena na RVO. PoģadovanĨ produkt byl 

z²sk§n v podobŊ naģloutl®ho oleje (3,22 g).  

1
H NMR (CDCl3):  ŭ 1,05ï1,35 (m, 12H, CH2), 1,45ï1,65 (m, 4H, CH2), 2,2ï2,3 (m, 5H, 

CH2 + CH3), 2,55 (t; J=7,9 Hz; 2H; CH2), 3,65 (m, 3H, CH3), 6,9ï7,2 (m, 4 H, CHarom) 

ppm.  
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V posledn²m kroku byl methyl-11-tolylundekano§t (3,33 g; 11,36 mmol) emulgov§n 

v 10% roztoku NaOH v MeOH (30 cm
3
). Reakļn² smŊs byla refluxov§na 1 h. Po 10 min 

zahŚ²v§n² vznikla b²l§ sraģenina. Po ukonļen² zahŚ²v§n² byl z reakļn² smŊsi odpaŚen 

MeOH. Sraģenina byla naŚedŊna 20 cm
3
 H2O a pomoc² koncentrovan® HCl bylo pH 

upraveno na hodnotu 2ï3. Produkt byl z vodn®ho roztoku extrahov§n diethyletherem (3 Į 

30 cm
3
). Spojen® organick® pod²ly byly promyty 10% NaHCO3 (1 Į 20 cm

3
), H2O (1 Į 20 

cm
3
) a suġeny nad Na2SO4. Organick§ f§ze byla suġena nad Na2SO4 a odpaŚena na RVO. 

Produkt byl z²sk§n v podobŊ naģloutl®ho oleje ve vĨtŊģku 87 % (2,15 g). 

 

1
H NMR (CDCl3): ŭ 1,05ï1,35 (m, 12H, CH2), 1,45ï1,65 (m, 4H, CH2), 2,25ï2,38 (m, 5H, 

CH2 + CH3), 2,55 (t; J=7,9 Hz; 2H; CH2), 6,9ï7,2 ppm (m, 4H, CHarom) ppm. 

PŚ²prava esteru HA a 11-tolyludekanov® kyseliny 

Reakce mezi HA a 11-tolylundekanovou kyselinou proveden® za stejnĨch podm²nek jako 

reakce HA a ɤ-fenylalkylovĨch kyselin (kap. 5.1.1). Produkty reakc² byly z²sk§ny jako 

bezbarvĨ pr§ġek ve vĨtŊģku 68ï85 %. 

HAï11C: 
1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 1,10ï1,35 (m, 12H, CH2), 1,50ï1,70 (bs, 4H, 

CH2), 2,35ï2,50 (bs, 4H, CH2+CH3), 2,55ï2,62 (bs, 2H, CH2), 7,05ï7,35 (m, 5H, C6H5) 

ppm. 

5.1.5. !ÌÔÅÒÎÁÔÉÖÎþ ÍÅÔÏÄÙ ÐĠþÐÒÁÖÙ ÍÏÄÉÆÉËÁéÎþÈÏ éÉÎÉÄÌÁ 

Wittigova reakce trifenylfosfoniov® soli methyl-11-bromundekano§tu a benzaldehydu 

PŚ²prava Wittigovy soli: 

Postup a)
151

  

Do smŊsi trifenylfosfanu (0,91 g; 3,48 mmol; 1,17 ekv.) a acetonitrilu (5 cm
3
) byl pŚikap§n 

methyl-11-bromundekano§t (0,72 cm
3
; 3,0 mmol; 1,0 ekv.) a reakļn² smŊs byla 

refluxov§na celkem 46 h. BŊhem zahŚ²v§n² doġlo k ¼pln®mu rozpuġtŊn² trifenylfosfanu. 

Pot® bylo rozpouġtŊdlo odpaŚeno na RVO a k odparku (hustĨ ģlutĨ olej) byl pŚid§n DEE, 

kterĨ byl po prom²ch§n², olej byl dekantov§n a DEE byl odstranŊn pipetou. Tento postup 

byl opakov§n do ¼pln®ho odstranŊn² nezreagovan®ho trifenylfosfanu (kontrolov§no 

pomoc² TLC). Produkt byl z²sk§n ve vĨtŊģku 92 % (1,49 g).  
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Postup b)
152   

Trifenylfosfan (0,51 g; 1,96 mmol; 0,90 ekv.) byl rozpuġtŊn v bezvod®m DMF (8 cm
3
) a 

k tomuto roztoku byl pŚikap§n methyl-11-bromundekano§t (0,53 cm
3
; 2,20 mmol; 1,0 

ekv.). Reakļn² smŊs byla zahŚ²v§na na teplotu 50ï60 ÁC po dobu 23 h a pot® na teplotu cca 

100 ÁC po dobu 22 h. Produkt (hustĨ ģlutĨ olej) byl z roztoku z²sk§n vysr§ģen²m 

pŚ²davkem DEE a promyt novĨmi porcemi DEE pro odstranŊn² nezreagovan®ho 

trifenylfosfanu. Produkt byl z²sk§n ve vĨtŊģku 97 % (1,05 g).  

1
H NMR (CDCl3): ŭ 1,15ï1,28 (m, 10H, CH2), 1,52ï1,65 (m, 6H, CH2), 2,26 (t; J=7,6 Hz; 

2H; CH2), 2,58 (t; J=5,7 Hz; 2H; CH2), 3,63 (s, 3H, CH3), 7,67ï7,85 (m, 15H, CHarom) 

ppm. 

5.2. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒĳ (! Á τ-ÁÌËÏØÙÂÅÎÚÏÏÖĻÃÈ ËÙÓÅÌÉÎ 

5.2.1. 0ĠþÐÒÁÖÁ τ-ÏËÔÙÌÏØÙÂÅÎÚÏÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙ 

Methylester kyseliny 4-hydroxybenzoov® (0,50 g, 3,33 mmol; 1,0 ekv.) byl pŚid§n do 

smŊsi bezvod®ho DMF (6,6 cm
3
) a K2CO3 (1,37 g). K t®to smŊsi byl pŚikap§n n-

oktylbromid (0,57 cm
3
; 3,94 mmol; 1,0 ekv.) a reakļn² smŊs byla zahŚ§ta na 60 ÁC. PŚi t®to 

teplotŊ byla reakļn² smŊs m²ch§na 13,5 h. Pot® byla reakļn² smŊs nalita na led, vodn§ f§ze 

extrahov§na ethyl-acet§tem (7 Ĭ 7 cm
3
), spojen® organick® pod²ly byly promyty vodou (40 

cm
3
) a suġeny nad Na2SO4. Po odfiltrov§n² suġidla bylo rozpouġtŊdlo odpaŚeno na RVO a 

poģadovanĨ produkt z²sk§n v podobŊ bezbarv® krystalick® l§tky ve vĨtŊģku 85 % (0,75 g). 

1
H NMR (CDCl3): ŭ 0,82 (t; J=7,0 Hz; 3H; CH3), 1,19ï1,24 (m, 8H, CH2), 1,39 (m, 2H, 

CH2), 1,73 (m, 2H, CH2), 3,81 (s, 3H, CH3), 4,00 (t; J=7,0 Hz; 2H; CH2), 6,83 (d; J=8,8 

Hz; 2H; CHarom), 7,90 (d; J=8,8 Hz; 2H; CHarom) ppm. 

Methylester kyseliny 4-oktyloxybenzoov® (0,51 g; 1,92 mmol) byl rozpuġtŊn v EtOH (5 

cm
3
) a k tomuto roztoku byl pŚid§n KOH (0,51 g; 9,04 mmol). Reakļn² smŊs byla 

refluxov§na 5 h, kdy byla na z§kladŊ TLC analĨzy reakce ukonļena. Reakļn² smŊs byla 

nalita na led a pH bylo pŚevedeno do kysel® oblasti pomoc² koncentrovan® HCl. Vysr§ģenĨ 

pevnĨ pod²l ve formŊ b²l® amorfn² l§tky byl odfiltrov§n za sn²ģen®ho tlaku pŚes fritu, 

promyt vodou a vysuġen. PoģadovanĨ produkt z²sk§n v podobŊ bezbarv® amorfn² l§tky 

ve vĨtŊģku 88 % (0,42 g). 
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1
H NMR (CDCl3): ŭ 0,82 (t; J=7,0 Hz;  3H; CH3), 1,19ï1,24 (m, 8H, CH2), 1,39 (m, 2H, 

CH2), 1,73 (m, 2H, CH2), 4,00 (t; J=7,0 Hz; 2H; CH2), 6,83 (d; J=8,8 Hz; 2H; CHarom), 

7,90 (d; J=8,8 Hz; 2H; CHarom) ppm. 

5.2.2. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒÕ (! Á τ-ÏËÔÙÌÏØÙÂÅÎÚÏÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙ 

Hyaluronan (0,5 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv.; 6 kDa) byl rozpouġtŊn po dobu 60 min v 8 cm
3
 

demineralizovan® vody. V tŚic§t® minutŊ rozpouġtŊn² byl k roztoku pŚid§n DIPEA (2,0 

ekv.) a IPA (4 cm
3
). Ve stejn®m okamģiku byl DIPEA (3,0 ekv.) s aktivaļn²m ļinidlem 

(benzoylchlorid; 2,0 ekv.) pŚid§n i do roztoku substituovan® kyseliny 4-hydroxybenzoov® 

kyseliny (2,0 ekv.; 0,6258 g; 2,5 mmol) v IPA (4 cm
3
).  V 60. minutŊ rozpouġtŊn² HA byl 

do roztoku pŚid§n katalyz§tor (DMAP; 0,0015 g; 0,0125 mmol; 0,01 ekv.) a n§slednŊ i 

roztok aktivovan® 4-oktyloxybenzoov® kyseliny. Tato reakļn² smŊs byla m²ch§na 2 h 

za pokojov® teploty.  

Zpracov§n² prob²halo stejnŊ jako v pŚ²padŊ reakce HA s ɤ-fenylmastnĨmi kyselinami. 

Produkt reakce byl z²sk§n jako bezbarvĨ amorfn² pr§ġek ve vĨtŊģku 92 % (0,52 g). 

1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 0,80ï0,90 (bs, 3H, CH3), 1,20ï1,50 (bs, 12H, CH2), 1,80ï

1,88 (bs, 2H, CH2), 7,40ï8,10 (m, 4H, C6H4) ppm. 

5.2.3. 0ĠþÐÒÁÖÁ τ-ÄÅÃÙÌÏØÙÂÅÎÚÏÏÖïȟ τ-dodeÃÙÌÏØÙÂÅÎÚÏÏÖïȟ  τ-ÔÅÔÒÁÄÅÃÙÌÏØÙÂÅÎÚÏÏÖïȟ 

4-ÈÅØÁÄÅÃÙÌÏØÙÂÅÎÚÏÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙ 

PŚ²prava dalġ²ch deriv§tŢ 4-hydroxybenzoov® kyseliny s jinĨm alkylovĨm substituentem 

byly pŚipraveny postupy  v kapitole 5.2.1 a v kapitole 5.2.2. 

1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 0,80ï0,90 (bs, 3H, CH3), 1,20ï1,50 (bs, 16H, CH2), 1,80ï

1,88 (bs, 2H, CH2), 7,40ï8,10 (m, 4H, C6H4) ppm. 

1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 0,80ï0,90 (bs, 3H, CH3), 1,20ï1,50 (bs, 20H, CH2), 1,80ï

1,88 (bs, 2H, CH2), 7,40ï8,10 (m, 4H, C6H4) ppm. 

5.3. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒĳ (! Á 11-(9H-karbazol -9-ÙÌɊÕÎÄÅËÁÎÏÖï kyseliny  

5.3.1. 0ĠþÐÒÁÖÁ ρρ-(9H-karbazol -9-ÙÌɊÕÎÄÅËÁÎÏÖï ËÙÓÅÌÉÎÙ 

Methyl-11-bromundekano§t (9,88 g; 35,38 mmol; 1,15 ekv.) byl rozpuġtŊn v DMSO (68 

cm
3
). Ke vznikl®mu roztoku byl pŚid§n NaOH (9,19 g; 229,8 mmol) a karbazol (4,57 g; 

27,30 mmol; 1,0 ekv.). Reakļn² smŊs byla zahŚ²v§na na teplotu pŚibliģnŊ 110 ÁC po dobu 

14 h. Pot® byla nalita na led, pH bylo pomoc² koncentrovan® HCl pŚevedeno do kysel® 
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oblasti a vznikl§ sraģena byla odfiltrov§na za sn²ģen®ho tlaku pŚes fritu. PoģadovanĨ 

produkt byl z²sk§n v podobŊ amorfn² b®ģov® l§tky (10,19 g). Podle 
1
H NMR analĨzy doġlo 

za podm²nek reakce k ļ§steļn®mu odstranŊn² chr§n²c² karboxylov® skupiny. PomŊr 

methylesteru a karboxylov® kyseliny byl po proveden² reakce (0,6:0,4). 

1
H NMR (CDCl3): ŭ 1,40ï1,20 (m, 12H, CH2), 1,62 (m, 2H, CH2), 1,88 (m, 2H, CH2), 2,34 

(t; J=7,3 Hz; 2H; CH2), 3,65 (t; J=0,55 Hz; 3H; CH3), 4,30 (t; J=7,3 Hz; 2H; CH2), 7,23 (t; 

J=7,3 Hz; 2H; CHarom), 7,50ï7,40 (m, 4H, CHarom), 8,10 (d; J=7,9 Hz; 2H; CHarom) ppm. 

SmŊs produktŢ z pŚedchoz² reakce (10,19 g) byla rozpuġtŊna v suspenzi MeOH (60 cm
3
) a 

NaOH (7,32 g; 183,0 mmol) a refluxov§na po dobu 14 h. Reakļn² smŊs byla nalita na led, 

pH bylo pŚevedeno na hodnotu 2ï3 pomoc² koncentrovan® HCl a vznikl§ sraģena byla 

odfiltrov§na za sn²ģen®ho tlaku pŚes fritu. PoģadovanĨ produkt byl z²sk§n v podobŊ b®ģov® 

pevn® l§tky. 

1
H NMR (CDCl3): ŭ 1,4ï1,2 (m, 12H, CH2), 1,62 (m, 2H, CH2), 1,88 (m, 2H, CH2), 2,34 

(t; J=7,6 Hz; 2H; CH2), 4,30 (t; J=7,3 Hz; 2H; CH2), 7,23 (t; J=7,0 Hz; 2H CHarom), 7,5ï

7,4 (m, 4H, CHarom), 8,10 (d; J=7,9 Hz; 2H; CHarom) ppm. 

5.3.2. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒĳ (! Á ρρ-(9H-karbazol -9-ÙÌɊÕÎÄÅËÁÎÏÖï kyseliny  

Hyaluronan (0,5 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv.; 6 nebo 15 kDa) bylo rozpouġtŊno 60 nebo 150 

min v 8 nebo 5 cm
3
 demineralizovan® vody. V tŚic§t® minutŊ rozpouġtŊn² byla 

k vodn®mu roztoku pŚid§na b§ze (2,0 ekv.) a IPA (4 cm
3
). Po 60 (nebo 15 min) rozpuġtŊn² 

byl do roztoku HA pŚid§n katalyz§tor (DMAP; 0,0125 mmol; 0,0015 g; 0,01 ekv.) a 

n§slednŊ i aktivaļn² reakce. Takto vznikl§ reakļn² smŊs byla m²ch§na 2 h.  

Aktivovan§ 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanov§ kyselina byla pŚipravena pŚ²davkem b§ze 

(2,0 ekv.; poļ²t§no na disacharidovou jednotku hyaluronanu) a aktivaļn²ho ļinidla 

(benzoylchlorid; 2,0 ekv.) do roztoku 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanov® kyseliny (2,0 

ekv.; 0,4105 g; 2,5 mmol) v IPA (4 cm
3
) ve stejn®m okamģiku jako pŚ²davek b§ze a 

rozpouġtŊdla do vodn®ho roztoku HA (viz vĨġe). 

Zpracov§n² 

K reakļn² smŊsi bylo pŚid§no 100 cm
3 

IPA a cca 0,5 cm
3 
nasycen®ho vodn®ho roztoku 

NaCl. Vysr§ģenĨ produkt byl nech§n sedimentovat a nadbyteļn® rozpouġtŊdlo bylo 

dekantov§no. K sedimentu bylo pŚid§no 25 cm
3 
smŊsi IPA a demineralizovan® vody 

(85:15, V:V), prom²ch§no a opŊt nech§no sedimentovat. Tento postup byl opakov§n tak, ģe 
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sediment byl celkem promyt 4 Ĭ 25 cm
3 
smŊsi IPA a demineralizovan® vody (85:15, V:V) 

a 4 Ĭ 25 cm
3 

IPA. Sediment byl na Petriho misce suġen v horkovzduġn® suġ§rnŊ pŚi 40 ÁC 

po dobu 20 h. Prob²hala-li sedimentace pŚ²liġ pomalu, byl sediment z roztoku z²sk§n 

centrifugac². Pro ¼pln® odstranŊn² vody (resp. rezidu² rozpouġtŊdel), byla v nŊkterĨch 

pŚ²padech pouģita lyofilizace vzorku. V takov®m pŚ²padŊ byl deriv§t znovu rozpuġtŊn 

v minim§ln²m mnoģstv² demineralizovan® vody, zamraģen a lyofilizov§n. Produkty reakce 

byly z²sk§ny jako bezbarvĨ amorfn² pr§ġek ve vĨtŊģku 83ï95 %. 

1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 1,0ï1,35 (m, 12H, CH2), 1,53 (bs, 2H, CH2), 1,87 (bs, 2H, 

CH2), 2,36 (bs, 2H, CH2), 3,99 (bs, 2H, CH2), 7,25ï8,30 (m, 8H, CH) ppm. 

5.4. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÅÓÔÅÒÕ (! Á DL-ɻ-ÔÏËÏÆÅÒÏÌ ÓÕËÃÉÎÜÔÕ 
PŚi pŚ²pravŊ esteru HA a tokoferol sukcin§tu byly pouģity podm²nky jako v pŚ²padŊ 

pŚ²pravy esterŢ HA a 4-fenylm§seln® kyseliny (viz kap. 5.1.1). Produkt byl z²sk§n jako 

bezbarvĨ amorfn² pr§ġek ve vĨtŊģku 98 % (0,503 g). 

1
H NMR (D2O) sign§ly acylu: ŭ 0,65ï1,50 (m, CH2), 1,96 (s, 3H, CH3), 2,04 (s, 3H, CH3), 

2,11 (s, 3H, CH3), 2,65 (s, 2H, CH2), 2,92 (s, 2H, CH2), 3,06 (s, 2H, CH2) ppm. 

5.5. #ÈÁÒÁËÔÅÒÉÚÁÃÅ ÄÅÒÉÖÜÔĳ Á ÓÔÁÎÏÖÅÎþ $3 ÐÏÍÏÃþ .-2 
StupeŔ substituce a ļistota deriv§tŢ byly urļov§ny z 

1
H NMR spekter. Vzorky pro NMR 

analĨzy byly pŚipravov§ny rozpuġtŊn²m cca 10 mg deriv§tu v 800 Õl D2O. Deriv§ty byly 

pŚed mŊŚen²m rozpouġtŊny alespoŔ 1 h za st§l®ho m²ch§n². 

StupeŔ substituce byl z²sk§n vĨpoļtem pomŊru integr§ln²ch hodnot p²kŢ anomern²ch 

atomŢ vod²ku HA a p²kŢ atomŢ vod²ku alifatick®ho ŚetŊzce.  

5.6. 3ÌÅÄÏÖÜÎþ ÐÒĳÂñÈÕ ÒÅÁËÃÅ 

5.6.1. 3ÌÅÄÏÖÜÎþ ÐÒĳÂñÈÕ ÒÅÁËÃÅ ÂÅÚ ÐĠþÄÁÖËÕ ÖÏÄÙ 

a) 4-Fenylm§seln§ kyselina (0,1027 g; 0,625 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpuġtŊna 

v deuterovan®m IPA (0,7 cm
3
). K tomuto roztoku bylo pŚid§no ekvimol§rn² 

mnoģstv² DIPEA (0,1089 cm
3
; 0,625 mmol; 1,0 ekv.) a benzoylchloridu (0,0726 

cm
3
; 0,625 mmol; 1,0 ekv.). Po pŚ²davku benzoylchloridu byly v pravidelnĨch 

intervalech (5; 10; 15 a 30 min) odeb²r§ny vzorky na NMR (100 Õl reakļn² smŊsi 

do 700 Õl deuterovan®ho chloroformu) a neprodlenŊ bylo zmŊŚeno 
1
H NMR 

spektrum. 
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b) 11-Tolylundekanov§ kyselina (0,3455 g; 1,25 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpuġtŊna 

v deuterovan®m IPA (2 cm
3
). K tomuto roztoku bylo pŚid§no ekvimol§rn² 

mnoģstv² DIPEA (0,2177 cm
3
; 1,25 mmol; 1,0 ekv.) a benzoylchloridu (0,1452 

cm
3
; 1,25 mmol; 1,0 ekv.). Po pŚ²davku benzoylchloridu byly v pravidelnĨch 

intervalech (5; 10; 15; 30 a 60 min, 6,5 h, 7 dn²) odeb²r§ny vzorky na NMR (100 

Õl reakļn² smŊsi do 700 Õl deuterovan®ho chloroformu) a tyto neprodlenŊ 

zmŊŚeny.  

c) i) 11-(9H-Karbazol-9-yl)undekanov§ kyselina (0,2197 g; 0,526 mmol; 1 ekv.) byla 

rozpuġtŊna v deuterovan®m IPA (1 cm
3
). K t®to smŊsi byly pŚid§ny DIPEA 

(0,0808 g; 0,625 mmol; 1,0 ekv.) a benzoylchlorid (0,0726 cm
3
; 0,625 mmol; 

1,0 ekv.). Po pŚ²davku benzoylchloridu byly v pravidelnĨch intervalech (0,5; 1,5; 

2,5; 4,5; 6,5 a 24 h a po 6 dnech) odeb²r§ny vzorky na NMR (100 Õl reakļn² smŊsi 

do 700 Õl deuterovan®ho chloroformu) a tyto neprodlenŊ zmŊŚeny. 

ii ) 11-(9H-Karbazol-9-yl)undekanov§ kyselina (0,02197 g; 0,0625 mmol; 1,0 ekv.) 

a DIPEA (0,0109 cm
3
; 0,0625 mmol; 2 ekv.) byly rozpuġtŊny v deuterovan®m IPA 

(0,1 cm
3
), po cca 5 min m²ch§n² byl pŚid§n benzoylchlorid (0,00726 cm

3
; 0,0625 

mmol; 1,0 ekv.). Od pŚ²davku benzoylchloridu byla reakļn² smŊs m²ch§na 2,5 h, 

pot® bylo pŚid§no 700 Õl deuterovan®ho CHCl3, smŊs byla prom²ch§na a 

pŚevedena do NMR kyvety a neprodlenŊ byla zmŊŚena 
13

C a HSQC NMR spektra. 

5.6.2. 3ÌÅÄÏÖÜÎþ ÐÒĳÂñÈÕ ÒÅÁËÃÅ s ÐĠþÄÁÖËÅÍ ÖÏÄÙ 

4-Fenylm§seln§ kyselina (0,2053 g; 1,25 mmol; 1 ekv.) byla rozpuġtŊna v deuterovan®m 

IPA (2 cm
3
) a k tomuto roztoku byly pŚid§ny DIPEA (0,2177 cm

3
, 1,25 mmol; 1,0 ekv.) a 

benzoylchlorid (0,1452 cm
3
, 1,25 mmol; 1,0 ekv.). Po pŚ²davku benzoylchloridu byly 

v pravidelnĨch intervalech (0,5 h; 2,5 h; 4,5 h a 6,5 h) odeb²r§ny vzorky na NMR (100 Õl 

reakļn² smŊsi do 700 Õl deuterovan®ho chloroformu) a tyto neprodlenŊ zmŊŚeny. 

Po kaģd®m odbŊru bylo do reakļn² smŊsi pŚid§no 100 Õl demineralizovan® vody a z²skan§ 

spektra byla porovn§na a vyhodnocena. 

5.7. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÎÏÓÉéÏÖĻÃÈ ÓÙÓÔïÍĳ Ó ÒÅÓÖÅÒÁÔÒÏÌÅÍȟ ÈÌÅÄÜÎþ ÏÐÔÉÍÜÌÎþÈÏ 

ÐÏÓÔÕÐÕ ÐÒÏ ÄÏÓÁĿÅÎþ ÎÅÊÖÙĤĤþ ÖÁÚÅÂÎï ËÁÐÁÃÉÔÙ 
PŚ²sluġnĨ deriv§t (100 mg) byl rozpuġtŊn v 10 cm

3
 demineralizovan® vody. Pot® byl roztok 

sonikov§n po dobu 15 min. BŊhem sonikace byl vodnĨ roztok chlazen vodou a ledem. 

Mezit²m byl resveratrol rozpuġtŊn v rozpouġtŊdle (methanol, ethanol nebo IPA) a pot® byl 

bŊhem sonikace HA deriv§tu tento alkoholickĨ roztok po kapk§ch pŚid§n k roztoku HA 
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deriv§tu. Po ¼pln®m pŚ²davku roztoku resveratrolu byla vznikl§ smŊs m²ch§na 1 h za 

laboratorn² teploty. Pot® byl roztok pŚeveden do odpaŚovac² baŔky, prom²ch§v§n cca 15 

min ve vodn² l§zni zahŚ§t® na teplotu 30 ÁC a n§slednŊ byla rozpouġtŊdla odpaŚena na 

RVO. VzniklĨ film byl rehydratov§n 10 cm
3
 demineralizovan® vody a sonikace byla 

zopakov§na (10 min) za stejnĨch podm²nek. Roztok byl pŚefiltrov§n pŚes sklenŊnĨ 

stŚ²kaļkovĨ filtr (1,0 Õm) na Petriho misku a lyofilizov§n. Za ¼ļelem nalezen² optim§ln²ch 

podm²nek pro dosaģen² nejvyġġ² vazebn® kapacity byly sonikaļn² kroky vynech§ny 

a vĨsledky vazebnĨch kapacit nosiļovĨch syst®mŢ pŚipravenĨch jednotlivĨmi postupy 

byly porovn§ny. 

5.8. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÎÏÓÉéÏÖĻÃÈ ÓÙÓÔïÍĳ Ó klotrimazolem  

PŚ²sluġnĨ deriv§t HAïv-FAK ļi HAïC18:1 (100 mg) byl po dobu pŚibliģnŊ 1 h rozpouġtŊn 

v 10 cm
3
 demineralizovan® vody. Pot® byl k tomuto vodn®mu roztoku pŚid§n roztok 

klotrimazolu (10 mg) v IPA (5 cm
3
). VzniklĨ roztok byl pŚeveden do odpaŚovac² baŔky a 

prom²ch§v§n cca 15 min ve vodn² l§zni zahŚ§t® na teplotu 30 ÁC. Pot® byla rozpouġtŊdla 

odpaŚena na RVO. VzniklĨ film byl rehydratov§n 10 cm
3
 demineralizovan® vody. Roztok 

byl pŚefiltrov§n pŚes sklenŊnĨ stŚ²kaļkovĨ filtr (1,0 Õm) na Petriho misku a lyofilizov§n. 

Z lyofiliz§tu  byl pŚipraven vzorek na 
1
H NMR analĨzu (10 mg/800 Õl D2O). 

5.9. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÎÏÓÉéÏÖĻÃÈ ÓÙÓÔïÍĳ Ó fenyl -ÓÁÌÉÃÙÌÜÔÅÍ ɉ0È3Ɋ 

PŚ²sluġnĨ deriv§t HAïv-FAK ļi HAïC18:1  (100 mg) byl cca 1 h rozpouġtŊn v 10 cm
3
 

demineralizovan® vody. Pot® byl k tomuto vodn®mu roztoku pŚid§n roztok PhS (10 mg) 

v IPA (5 cm
3
). VzniklĨ roztok byl pŚeveden do odpaŚovac² baŔky a prom²ch§v§n cca 15 

min ve vodn² l§zni zahŚ§t® na teplotu 30 ÁC. Pot® byla smŊs rozpouġtŊdel odpaŚena na 

RVO. VzniklĨ film byl rehydratov§n 10 cm
3
 demineralizovan® vody. Roztok byl 

pŚefiltrov§n pŚes stŚ²kaļkovĨ filtr (1,0 Õm, glass filter) na Petriho misku a lyofilizov§n. 

Z lyofiliz§tu  byl pŚipraven vzorek na 
1
H NMR analĨzu (10 mg/800 Õl D2O). 

5.10. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÎÏÓÉéÏÖĻÃÈ ÓÙÓÔïÍĳ ÓÅ ÓÍñÓþ ËÌÏÔÒÉÍÁÚÏÌÕ Á 

DL-ɻ-tokoferolu  

PŚ²sluġnĨ deriv§t HAïv-FAK ļi HAïC18:1 (100 mg)  byl cca 1 h rozpouġtŊn v 10 cm
3
 

demineralizovan® vody. Pot® byl k tomuto vodn®mu roztoku pŚid§n roztok klotrimazolu 

(10 mg) v IPA (2,5 cm
3
) a DL-Ŭ-tokoferolu (20 mg) v IPA (2,5 cm

3
). VzniklĨ roztok byl 

pŚeveden do odpaŚovac² baŔky a prom²ch§v§n cca 15 min ve vodn² l§zni zahŚ§t® na teplotu 

30 ÁC. Pot® byla rozpouġtŊdla odpaŚena na RVO. VzniklĨ film byl rehydratov§n 10 cm
3
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demineralizovan® vody. Roztok byl pŚefiltrov§n pŚes sklenŊnĨ stŚ²kaļkovĨ filtr (1,0 Õm) na 

Petriho misku a lyofilizov§n. 

Z lyofiliz§tu  byl pŚipraven vzorek na 
1
H NMR analĨzu (10 mg/800 Õl D2O). 

5.11. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÎÏÓÉéÏÖĻÃÈ ÓÙÓÔïÍĳ ÓÅ ÓÍñÓþ ÆÅÎÙÌ-ÓÁÌÉÃÙÌÜÔÕ (PhS) a 

DL-ɻ-tokoferolu  

PŚ²sluġnĨ deriv§t HAïv-FAK ļi HAïC18:1 (100 mg) byl cca 1 h rozpouġtŊn v 10 cm
3
 

demineralizovan® vody. Pot® byl k tomuto vodn®mu roztoku pŚid§n roztok PhS (10 mg) 

v IPA (2,5 cm
3
) a DL-Ŭ-tokoferolu (20 mg) v IPA (2,5 cm

3
). VzniklĨ roztok byl pŚeveden 

do odpaŚovac² baŔky a prom²ch§v§n cca 15 min ve vodn² l§zni zahŚ§t® na teplotu 30 ÁC. 

Pot® byla rozpouġtŊdla odpaŚena na RVO. VzniklĨ film byl rehydratov§n 10 cm
3
 

demineralizovan® vody. Roztok byl pŚefiltrov§n pŚes sklenŊnĨ stŚ²kaļkovĨ filtr (1,0 Õm) na 

Petriho misku a lyofilizov§n. 

Z lyofiliz§tu  byl pŚipraven vzorek na 
1
H NMR analĨzu (10 mg/800 Õl D2O). 

5.12. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÎÏÓÉéÏÖĻÃÈ ÓÙÓÔïÍĳ Ó .ÉÌÓËÏÕ éÅÒÖÅÎþ 

PŚ²sluġnĨ deriv§t HAïv-FAK, HAïkarb ļi HAïTOSU (100 mg) byl cca 1 h rozpouġtŊn 

v 10 cm
3
 demineralizovan® vody. Pot® byl k tomuto vodn®mu roztoku pŚid§n roztok Nilsk® 

ļervenŊ (1 mg) v CHCl3 (3 cm
3
). Vznikl§ smŊs byla pŚevedena do odpaŚovac² baŔky a 

prom²ch§v§na cca 15 min ve vodn² l§zni zahŚ§t® na teplotu 30 ÁC. Pot® byl CHCl3 odpaŚen 

na RVO. K vodn®mu roztoku byly pŚid§ny dalġ² 2 cm
3
 ļist®ho CHCl3, smŊs byla Ś§dnŊ 

prom²sena a rozpouġtŊdla byla odpaŚena. VzniklĨ film byl rehydratov§n 10 cm
3
 

demineralizovan® vody. Roztok byl pŚefiltrov§n pŚes sklenŊnĨ stŚ²kaļkovĨ filtr (1,0 Õm) na 

Petriho misku a lyofilizov§n. 

5.13. 3ÔÁÎÏÖÅÎþ ËÒÉÔÉÃËï ÁÇÒÅÇÁéÎþ ËÏÎÃÅÎÔÒÁÃÅ 

Kritick§ agregaļn² koncentrace byla stanovena ze z§vislosti intenzity fluorescence na 

koncentraci roztokŢ. Emisn² spektra (580ï700 nm) vodnĨch roztokŢ v rozsahu koncentrac² 

0,00002ï0,1 mgācm
ī3  

byla promŊŚov§na na fluorometru RF-5301 (Shimadzu) pŚi excitaci 

svŊtlem o vlnov® d®lce 543 nm. 

5.14. 3ÔÁÎÏÖÅÎþ ÓÔÁÂÉÌÉÔÙ ÍÉÃÅÌ Ó ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎéÎþ ÓÏÎÄÁÍÉ ɉ&2%4Ɋ 

5.14.1. 0ĠþÐÒÁÖÁ ÎÏÓÉéĳ Ó FRET barvivy 

Ve 20 cm
3
 demineralizovan® vody bylo rozpuġtŊno 200 mg HA deriv§tu (HAïv-FAK, 

HAïHBxC). V 10 cm
3
 IPA byly rozpuġtŊny 2 mg DiO (3,3Ë-dioktadecyloxakarbocyanin 
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chloristan; donor). V 15 cm
3 

IPA byly, za pŢsoben² ultrazvukovĨch vln (cca 5 min), 

rozpuġtŊny 2 mg Dil  (1,1Ë-dioktadecyl-3,3,3Ë,3Ë-tetramethylindokabocyanin chloristan; 

akceptor). Oba roztoky (DiO a Dil) byly sm²seny a polovina novŊ vznikl®ho roztoku byla 

pŚilita k vodn®mu roztoku deriv§tu. IPA byl z roztoku odstranŊn odpaŚen²m na RVO. Pot® 

byl pŚid§n zbytek roztoku (DiO a Dil) a IPA byl z roztoku opŊt odpaŚen. VzniklĨ film byl 

rehydratov§n 20 cm
3
 demineralizovan® vody. Roztok byl pŚefiltrov§n pŚes sklenŊnĨ 

stŚ²kaļkovĨ filtr (1,0 Õm) na Petriho misku a lyofilizov§n. 

5.14.2. StanÏÖÅÎþ ÓÔÁÂÉÌÉÔÙ ÍÉÃÅÌ  

Ve 4 cm
3
 roztoku bovinn²ho s®rov®ho albuminu o koncentraci 40 mgācm

ī3
 ve 

fyziologick®m roztoku bylo rozpuġtŊno 6 mg micel s inkorporovanĨmi FRET barvivy. 

Emisn² spektra roztokŢ byla promŊŚov§na na fluorometru RF-5301 (Shimadzu) pŚi excitaci 

svŊtlem o vlnov® d®lce 484 nm. Emise byla sn²m§na v rozmez² 495ï600 nm. MŊŚen² 

prob²halo pŚi 37 ÁC a v ļasech 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 105 

min, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h a 24 h. Stabilita micel nosiļe byla stanovena porovn§n²m intenzit 

p²kŢ akceptoru a donoru. 

5.15. 3ÔÁÎÏÖÅÎþ ÄÙÎÁÍÉÃËï ÖÉÓËÏÚÉÔÙ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻÃÈ ÄÅÒÉÖÜÔĳ 

Pro mŊŚen² dynamick® viskozity byly pŚipraveny ļir® 5% roztoky HA deriv§tŢ. MŊŚenĨ 

deriv§t (250 mg) byl rozpuġtŊn v 0,9% roztoku NaCl v demineralizovan® vodŊ (5 cm
3
). 

Dynamick§ viskozita tŊchto roztokŢ byla mŊŚena na pŚ²stroji Malvern Kinexus Pro
+
 

v rozmez² 0,1ï5000 s
ī1

 pŚi 25 ÁC. Vzorky byly mŊŚeny s geometri² CP1/60 SR0917SS 

nebo CP2/20 SR1388SS v pŚ²padŊ velmi visk·zn²ch gelŢ. 

5.16. )ÎÆÒÁéÅÒÖÅÎÜ ÓÐÅËÔÒÏÓËÏÐÉÅ 

Infraļerven§ spektroskopie pŚipravenĨch deriv§tŢ byla mŊŚena pomoc² KBr tablet 

transmisn² technikou na pŚ²stroji Shimadzu FT-IR-8400S. Kaģd® spektrum bylo z²sk§no 

z 64 skenŢ v rozsahu 400ï4000 cm
ī1

. 

5.17. 3ÐÅËÔÒÏÓËÏÐÉÃËï ÓÔÁÎÏÖÅÎþ ÖÁÚÅÂÎï ËÁÐÁÃÉÔÙ resveratrolu , retinyl -

ÐÁÌÍÉÔÜÔÕȟ ÆÅÎÙÌ-ÓÁÌÉÃÙÌÜÔÕȟ ËÌÏÔÒÉÍÁÚÏÌÕȟ DL-a-tokoferolu  a pyrenu  

Z§sobn² roztok inkorporovan® l§tky byl pŚipraven ve smŊsi H2O:acetonitril (1:4, v:v). 

Z tohoto roztoku byly pipetov§n²m pŚipraveny roztoky o rŢznĨch koncentrac²ch a 

sestavena kalibraļn² kŚivka. 
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V 800 Õl H2O byly rozpuġtŊny 2 mg nosiļe s inkorporovanou stanovovanou l§tkou a 

k tomuto roztoku bylo pŚid§no 3 200 Õl acetonirilu a roztok byl dŢkladnŊ prom²ch§n a 

pŚefiltrov§n pŚes nylonovĨ filtr (0,22 Õm).  

Roztoky byly mŊŚeny v rozmez² vlnovĨch d®lek 400ï200 nm na pŚ²stroji Varian Cary 100 

(resveratrol, pyren) nebo pomoc² Waters HPLC Alliance e2695 s PDA detektorem 2998 za 

pouģit² kolony Luna 5 Õm C18(2) 100A (150 Ĭ 4,6 mm). Jako mobiln² f§ze byla pouģita 

0,1% kyselina mravenļ² v H2O (A) a acetonitril (B) s prŢtokem 1 mgācm
ī3

. Gradient: 20 % 

A/0 min, 0 % A/6 min, 0 % A/27 min, 20 % A/28 min, 20 % A/30 min. Teplota na kolonŊ 

byla 40 ÁC. Fenyl-salicyl§t byl detekov§n pŚi 309 nm, DL-a-tokoferol pŚi 292 nm. 

V pŚ²padŊ stanoven² vazebn® kapacity klotrimazolu s DL-a-tokoferolem byla pouģita 

kolona Waters Spherisorb C6 5 Õm (150 Ĭ 4,6 mm) se sloģen²m mobiln² f§ze 0,5% 

trif luoroctov§ kyselina v H2O (A) a  acetonitril (B) a prŢtokem 1 mgācm
ī3

 s isokratickou 

eluc² 25 % A : 75 % B. D®lka analĨzy byla 8 minut. Teplota na kolonŊ byla 35 ÁC. 

Klotrimazol byl detekov§n pŚi 265 nm, DL-a-tokoferol pŚi 292 nm.  

Obsah inkorporovan®ho retinyl-palmit§tu byl stanoven pomoc² UPCC chromatografie 

Waters se zpŊtnĨm regul§torem tlaku 1600 psi a prŢtokem 2,0 mgācm
ī3

, s kolonou Waters 

Acquity UPC
2 

Torus 2-PIC, 1,7 Õm a gradientem 2%ï9% MeOH v CO2. Retinyl-palmit§t 

byl detekov§n pŚi 327 nm. 

5.18. .ÕËÌÅÜÒÎþ ÍÁÇÎÅÔÉÃËÜ ÒÅÚÏÎÁÎÃÅ ɉ.-2Ɋ 
Spektra NMR byla namŊŚena na pŚ²stroji BRUKER Avance

TM
 III 500 s pracovn² frekvenc² 

500 MHz (
1
H NMR)/125 MHz (

13
C NMR) nebo na spektrometru BRUKER AM-300 pŚi 

frekvenci 300 MHz (
1
H) a 75,5 MHz (

13
C).  

Pokud byly vzorky rozpuġtŊny v D2O, byl jako vnitŚn² standard pouģita sodn§ sŢl 

3-(trimethylsilyl)propionov®-2,2,3,3-d4 kyseliny. Prob²hala-li mŊŚen² v jinĨch 

rozpouġtŊdlech, bylo jako inertn² standart pouģ²v§no rozpouġtŊdlo.  

Vzorky na NMR byly pŚipraveny rozpuġtŊn²m 8ï10 mg l§tky v 800 Õl vhodn®ho 

deuterovan®ho rozpouġtŊdla nebo jejich smŊsi (D2O, CDCl3, DMSO-d6, IPA-d8, 

acetonitril-d3). 
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5.19. 3ÔÁÎÏÖÅÎþ ÖÅÌÉËÏÓÔÉ micel a zɀÐÏÔÅÎÃÉÜÌÕ ÍÉÃÅÌ 

PŚipraven® nosiļe byly rozpuġtŊny v H2O a byly tak pŚipraveny roztoky o koncentraci 1 

mgĀcm
ī3

. Tyto roztoky byly mŊŚeny na pŚ²stroji Zetasizer Nano-ZS (633 nm He-Ne laser). 

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

scattering)  
PŚipraven® deriv§ty HA a aromatickĨch karboxylovĨch kyselin byly rozpuġtŊny ve 

vodn®m roztoku o sloģen² 0,1 M NaH2PO4Ŀ2H2O, 0,05% NaN3ĿH2O tak, aby byly 

pŚipraveny roztoky o koncentraci 15 mgācm
ī3

 a mŊŚeny pomoc² chromatografick®ho 

syst®mu od Wyatt Technology Corporation (Agilent deggaser Model G 1379A, Agilent 

HPLC pumpa Model G 1310A, Rheodyne ruļn² injektor Model 7125i, Ultrahydrogel 

linearn² kolona 7,8 mm, chromatografickĨ detektor, Viscostar diferenļn² viskozimetr, 

Optilab rEX diferenļn² difraktometr). 

5.21. 4ÅÓÔ ĿÉÖÏÔÁÓÃÈÏÐÎÏÓÔÉ ÂÕÎñË Ö ÐĠþÔÏÍÎÏÓÔÉ ÒÏÚÔÏËĳ ÐĠÉÐÒÁÖÅÎĻÃÈ 

ÄÅÒÉÖÜÔĳ (! Á ÁÒÏÍÁÔÉÃËĻÃÈ ËÁÒÂÏØÙÌÏÖĻÃÈ kyselin   

Biokompatibilita pŚipravenĨch deriv§tŢ HA a aromatickĨch karboxylovĨch kyselin byla 

testov§na na bunŊļn® linii Swiss 3T3. Roztok testovan®ho deriv§tu (0,1;hm./obj.%) byl 

rozm²ch§n v kompletn²m kultivaļn²m mediu a m²ch§n pŚes noc. Pot® byl roztok filtrov§n 

pŚes steriln² filtraļn² zaŚ²zen² (0,22 ɛm), vytv§Śej²c² koneļn® koncentrace vzorku (1; 0,5 a 

0,1 mgācm
ī3

). TŚi tis²ce bunŊk Swiss 3T3 bylo nasazeno na jamku 96-ti jamkovĨch 

testovac²ch destiļek. BuŔky byly pŊstov§ny po dobu 24 hodin pŚed pŚid§n²m testovanĨch 

roztokŢ. Ģivotaschopnost bunŊk byla mŊŚena 0, 24, 48, 72 hodin po oġetŚen² pomoc² 

testus 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium-bromidem (MTT) a to tak, ģe 

20 Õl z§sobn²ho roztoku MTT (5 mgācm
ī3
) bylo pŚid§no do 200 Õl media bunŊļn® kultury 

v kaģd® jamce. Destiļky byly inkubov§ny pŚi 37 ÁC v inkub§toru bunŊļnĨch kultur po 2,5 

h. MTT roztok byl odstranŊn a bylo pŚid§no 220 Õl lyzaļn²ho roztoku. BuŔky byly 

lyzov§ny po dobu 30 min pŚi pokojov® teplotŊ na orbit§ln² tŚepaļce a optick§ hustota byla 

mŊŚena pomoc² Microplate reader VERSAmax pŚi vlnov® d®lce 570 nm. Experiment§ln² 

proveden² bylo doplnŊno sadou kontroln²ch bunŊk pŊstovanĨch v bŊģn®m mediu bez 

oġetŚen² a slepĨmi vzorky. MTT test byl vyuģit k z²sk§n² z§kladn²ch informac² o bunŊļn®m 

metabolismu a proliferaci. Test ģivotaschopnosti bunŊk byl opakov§n minim§lnŊ tŚikr§t a 

z tŊchto vĨsledkŢ byl vypoļ²t§n prŢmŊr. Do grafu byly vĨsledky uvedeny v procentech, 

srovn§ny s kontrolou a byla uvedena smŊrodatn§ odchylka prŢmŊrŢ (SEMs).  
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5.22. GC-M3 ÁÎÁÌĻÚÙ 

Pro kvalitativn² i kvantitativn² analĨzu reakļn²ch smŊs² byl pouģit plynovĨ chromatograf 

s kvadrup·lovĨm hmotnostn²m detektorem Shimadzu GC-MS QP2010, kolona Supelco 

SLB-5ms 30m Ĭ 0,25mm Ĭ 0,2 Õm. Teplotn² program: 100 ÁC/5 min; 25 ÁC/ min; 250 ÁC. 

Teplota n§stŚiku 250 ÁC. NosnĨ plyn: He. IontovĨ zdroj: 200 ÁC, 70 eV. 
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6. VĻÓÌÅÄËÙ Á ÄÉÓËÕÚÅ 
Jak jiģ bylo nŊkolikr§t zm²nŊno vĨġe, c²lem t®to pr§ce bylo pŚipravit Ăaromatick®ñ 

nosiļov® syst®my pro l®ļiva, jejichģ molekuly obsahuji aromatick® kruhy. Tento vĨzkum 

zahrnuje mnoho krokŢ (prŢzkum literatury, navrģen² vhodnĨch aromatickĨch 

karboxylovĨch kyselin, modifikace HA, pŚ²prava nosiļovĨch syst®mŢ, charakterizace 

veġkerĨch modifikaļn²ch ļinidel, deriv§tŢ HA, micel atd.) a jednotliv® navrģen® nosiļov® 

syst®my mus² podstoupit mnoh® zkouġky a splnit rŢzn® parametry (zjiġtŊn² cytotoxicity, 

stanoven² stability v pŚ²tomnosti albuminu, zjiġtŊn² kritick® asociaļn² koncentrace, 

velikosti micel atd.).  

Diskuzn² ļ§st t®to pr§ce je rozļlenŊna na ļ§st zabĨvaj²c² se pŚ²pravou aromatickĨch kyselin 

a jejich n§sledn® napojen² na HA.  V t®to ļ§sti jsou shrnuty a diskutov§ny postupy vedouc² 

k pŚ²pravŊ veġkerĨch deriv§tŢ, tedy jak aromatickĨch karboxylovĨch kyselin, tak deriv§tŢ 

HA vļetnŊ rozboru a vysvŊtlen² probl®mŢ, kter® bylo nutn® bŊhem synt®z Śeġit. 

V druh® ļ§sti t®to kapitoly jsou rozebr§ny vĨsledky mŊŚen² vlastnost² pŚipravenĨch 

deriv§tŢ HA a micel z nich pŚipravenĨch. BŊhem studia jednotlivĨch vlastnost² nosiļovĨch 

syst®mŢ byly zjiġtŊny nŊkter® informace, kter® vedly k vylouļen² nŊkterĨch nosiļovĨch 

syst®mŢ z dalġ²ho vĨzkumu. Tyto skuteļnosti jsou v textu komentov§ny a dalġ² sady 

experiment§ln²ch dat jsou z tohoto dŢvodu o vyŚazen® syst®my chudġ². 

6.1. -ÏÄÉÆÉËÁÃÅ (! ÁÒÏÍÁÔÉÃËĻÍÉ ÍÏÄÉÆÉËÁéÎþÍÉ éÉÎÉÄÌÙ 

6.1.1. /ÂÅÃÎĻ cheÍÉÓÍÕÓ ÍÏÄÉÆÉËÁéÎþ reakce 

Podstatou esterifikaļn² reakce je tvorba esterov® vazby mezi hydroxylovou a karboxylovou 

skupinou. V tomto pŚ²padŊ hydroxylov® skupiny poch§zej² z HA. NejpravdŊpodobnŊji 

reaguje prim§rn² hydroxyl N-acetylglukosaminu z dŢvodu menġ²ho sterick®ho br§nŊn². 

Karboxylov§ skupina pŚi t®to reakci poch§z² z aromatick® kyseliny pouģ²van® 

k modifikaci. Hydroxylov® skupiny HA byly vybr§ny proto, ģe pŚi jejich modifikaci mŢģe 

bĨt HA pouģ²v§n v pŚ²rodn² podobŊ. Modifikaļn² ļinidlo tak neblokuje terapeuticky 

vĨznamn® karboxylov® skupiny, a t²m z§roveŔ zachov§v§ rozpustnost HA ve vodn®m 

prostŚed². PŚ²prava esterŢ HA zahrnuje dva kroky. Prvn²m z nich je aktivaļn² reakce 

uvaģovan® karboxylov® kyseliny (Sch®ma 9A). V tomto kroku je pŚipravena reaktivn² 

forma aromatick® karboxylov® kyseliny, tedy smŊsnĨ anhydrid uvaģovan® kyseliny a 

aktiv§toru, jimģ je zde chlorid kyseliny benzoov®. Tento krok prob²h§ reakc² aromatick® 

karboxylov® kyseliny a aktiv§toru ve vhodn®m, s vodou m²siteln®m organick®m 
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rozpouġtŊdle, s pŚ²davkem b§ze. VzniklĨ smŊsnĨ anhydrid se zpravidla neizoluje, ale je 

ihned v druh®m kroku pouģit k reakci s HA ve smŊsi vody a organick®ho rozpouġtŊdla 

(stejn®ho jako v aktivaļn²m kroku), b§ze a katalyz§toru (Sch®ma 9B). V tomto roztoku pak 

doch§z² k vytv§Śen² esterov® vazby mezi karboxylovou skupinou modifikaļn²ho ļinidla a 

hydroxylovou skupinou HA. 
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Sch®ma 9: Aktivaļn² krok (A) a samotn§ modifikace hyaluronanu (B). 

M²sto benzoylchloridu mŢģe bĨt pouģit tak® 2,4,6-trichlorbenzoylchlorid (Yamaguchi 

reagent), ale ten vykazuje niģġ² efektivitu
153 

 

Jako organick® rozpouġtŊdlo byl v experimentech popsanĨch v t®to pr§ci nejļastŊji 

pouģ²v§n IPA, v nŊkterĨch pŚ²padech tetrahydrofuran. Methanol byl vylouļen kvŢli sv® 

toxick® povaze a ethanol kvŢli cenŊ. Tetrahydrofuran je pouģ²v§n m®nŊ ļasto z dŢvodu 

moģn® tvorby vĨbuġnĨch peroxidŢ, coģ by mohlo bĨt nebezpeļn® pŚi scale-up reakc². THF 

je tak® podezŚelĨ karcinogen. Byl vġak vyzkouġen zejm®na s ohledem na moģn® ovlivnŊn² 

charakteristik (zejm®na DS) pŚipravovanĨch deriv§tŢ. Testov§n byl hlavnŊ v pŚ²padŊ reakc² 

s aromatickĨmi kyselinami, kter® poskytovaly s HA deriv§ty s n²zkĨm DS.  

Ve druh®m reakļn²m kroku je roztok smŊsn®ho anhydridu pŚid§n k roztoku HA ve smŊsi 

vody, organick®ho rozpouġtŊdla, b§ze a katalyz§toru. Jako katalyz§tor se vyuģ²v§ 

4-dimethylaminopyridin (DMAP). Mechanismus ¼ļinku katalyz§toru je zn§zornŊn 

ve Sch®matu 10. Katalyz§tor DMAP je ļinidlo zajiġŠuj²c² pŚenos acylovĨch skupin a 

reaguje regioselektivnŊ na stericky m®nŊ br§nŊn® stranŊ karbonylu. Tento katalyz§tor je 

silnŊjġ² nukleofil neģ kysl²kov® atomy hydroxylovĨch skupin HA a z§roveŔ dobŚe 

odstupuj²c² skupina, coģ umoģŔuje rychlou reakci s hydroxylovĨmi skupinami HA. 

Bohuģel je DMAP Śazen mezi vysoce toxick® l§tky (A+). Ale jelikoģ je rozpustnĨ jak ve 

vodŊ, tak v IPA, doch§z² k jeho ¼pln®mu odstranŊn² bŊhem zpracov§n² reakļn² smŊsi. 
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Vedlejġ² produkt reakce (kyselina benzoov§) je stejnŊ jako DMAP, nezreagovan§ 

aromatick§ kyselina a b§ze odstranŊn bŊhem promĨv§n² sraģeniny produktu. 
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Sch®ma 10: Mechanismus ¼ļinku 4-dimethylaminopyridinu. 

Po uplynut² reakļn² doby je modifikovanĨ HA z reakļn² smŊsi z²sk§n vysr§ģen²m a 

sedimentuje na dno k§dinky/n§doby. Sraģenina se s rozpouġtŊdlem Ś§dnŊ prom²ch§ 

(pomoc² turaxu), sraģenina se nech§ opŊt sedimentovat a supernatant se odlije. Tento 

postup se opakuje tak, aby byla sraģenina promyta alespoŔ ļtyŚikr§t smŊs² IPA:H2O 

(odstranŊn² NaCl, DMAP, b§ze, popŚ. dalġ²ch ve vodŊ rozpustnĨch vedlejġ²ch produktŢ) a 

ļtyŚikr§t IPA (odstranŊn² vody, popŚ²padŊ dosud neodstranŊn® b§ze, DMAP ļi ve vodŊ 

nerozpustnĨch l§tek). 

6.1.2. 6ĻÂñÒ Á ÚÄĳÖÏÄÎñÎþ ÓÔÒÕËÔÕÒÙ ÍÏÄÉÆÉËÁéÎþÃÈ éÉÎÉÄÅÌ 

Jako vhodn® lipofiln² substituenty byly vybr§ny organick® karboxylov® kyseliny obsahuj²c² 

ve sv® molekule aromatick® j§dro (Obr§zek 26). Jako prvn² byla vybr§na 4-fenylm§seln§ 

kyselina (4C) kvŢli dobr® dostupnosti, manipulovatelnosti a cenŊ. Na z§kladŊ sledov§n² 

parametrŢ micel pŚipravenĨch z deriv§tŢ HA a 4-fenylm§seln® kyseliny byly d§le vybr§ny 

6-fenylhexanov§ (6C), 8-fenyloktanov§ (8C) a 11-tolylundekanov§ kyselina (11C) 

(obecnŊ ɤ-fenylmastn® kyseliny) s c²lem porovnat vlastnosti micel pŚipravenĨch z deriv§tŢ  

HA a tŊchto kyselin. Jako dalġ² sada aromatickĨch kyselin byla pouģita s®rie 

4-alkoxybenzoovĨch kyselin (HBxC). Za z§stupce stericky n§roļnŊjġ²ch kyselin byly 

vybr§ny Fmoc-6-Ahx-OH, 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanov§ kyselina (karb ) a 

DL-Ŭ-tokoferyl-sukcin§t (TOSU). Vġechny tyto vybran® kyseliny obsahuj² aromatickĨ kruh 
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a lze u nich tedy pŚedpokl§dat moģnost tvorby ā́āāˊ interakc² mezi tŊmito acylovĨmi 

zbytky tvoŚ²c²mi j§dro polymern² micely a inkorporovanou aromatickou modelovou l§tkou. 

Tyto interakce by mohly v®st ke zlepġen² vlastnost² micel s inkorporovanĨm aromatickĨm 

l®ļivem. 
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Obr§zek 26: Aromatick® mastn® kyseliny pouģit® k modifikaci HA. 

4-Fenylm§seln§ kyselina byla vybr§na jako pilotn² modifikaļn² l§tka pro pŚ²pravu esterŢ 

HA s w-fenylmastnĨmi kyselinami. Tato w-fenylmastn§ kyselina byla vybr§na z dŢvodu 

dobr® komerļn² dostupnosti a pŚ²hodn® ceny (25 g cca 1000 Kļ, Sigma-Aldrich). Mimo to 

se s touto l§tkou snadno manipuluje d²ky jej²mu pevn®mu skupenstv² pŚi laboratorn² 

teplotŊ. 6-Fenylhexanov§ a 8-fenyloktanov§ kyselina jsou visk·zn² oleje s pomŊrnŊ 

vysokou poŚizovac² cenou, komerļnŊ hŢŚe dostupn® a zejm®na v pŚ²padŊ 8-fenyloktanov® 

kyseliny s dlouhou dodac² lhŢtou, coģ pŢsobilo v laboratorn²m mŊŚ²tku probl®m 

s pl§nov§n²m reakc² s ohledem na nejistou spotŚebu t®to l§tky (opakov§n² reakc², reakce 



Disertaļn² pr§ce                                                                                       Ing. Alena Matelov§ 

 

60 
 

s jinĨmi ekvivalenty 8-fenyloktanov® kyseliny vŢļi HA na z§kladŊ vĨsledkŢ pŚedchoz²ch 

reakc²).  

Aļkoliv by se dalo pŚedpokl§dat, ģe kyseliny se sudĨm poļtem atomŢ v ŚetŊzci budou 

cenovŊ dostupnŊjġ², opak je pravdou, a proto byla jako nejvhodnŊjġ² vĨchoz² l§tka s vyġġ²m 

poļtem uhl²kovĨch atomu v ŚetŊzci vybr§na 11-bromundekanov§ kyselina.  

Z t®to l§tky pak bylo vyrobeno aromatick® modifikaļn² ļinidlo n§sleduj²c²m zpŢsobem. 

11-Bromundekanov§ kyselina byla pomoc² Fisherovy esterifikace pŚevedena na methyl 

ester, kterĨ pot® poslouģil jako alkylaļn² ļinidlo pŚi FriedelovŊ-CraftsovŊ alkylaci toluenu 

(Sch®ma 11). Methyl-11-bromundekano§t je sice komerļnŊ dostupn® ļinidlo, ale jeho 

pŚ²prava z 11-bromundekanov® kyseliny je levnŊjġ² a nen² ļasovŊ n§roļn§. Nav²c bylo 

zjiġtŊno, ģe komerļn² methyl-11-bromundekano§t vykazuje stejn® chov§n² pŚi alkylaci 

toluenu jako n§mi pŚipravenĨ prepar§t. Proto jsme pro pŚ²pravu aromatick®ho 

modifikaļn²ho ļinidla pouģ²vali bromester vlastn² vĨroby. 
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Sch®ma 11: Sled reakļn²ch krokŢ vedouc²ch k pŚ²pravŊ aromatick® karboxylov® kyseliny odvozen® 

od toluenu. 

Esterifikaļn² reakce reakce bŊģ² v kysel®m prostŚed², a jako zdroj protonŢ je moģn® pouģ²t 

kyselinu 4-toluensulfonovou (PTS)
154

 nebo kyselinu s²rovou
155

 v rŢznĨch mol§rn²ch 

pomŊrech vŢļi vĨchoz² 11-bromundekanov® kyselinŊ. V pŢvodn² literatuŚe
154

 byl pouģit 

vĨraznĨ pŚebytek kyseliny 4-toluensulfonov® a to 5 ekv. PTS vŢļi 1 ekv. 

11-bromundekanov® kyseliny. Z dŢvodu sn²ģen² spotŚeby kysel®ho katalyz§toru (cena, 

ekologick® aspekty) byl v dalġ²ch reakc²ch vyzkouġen niģġ² pŚebytek (2 a 1,1 ekv.) 

kyseliny 4-toluensulfonov®. Jako nejvhodnŊjġ² se uk§zal mol§rn² pomŊr 2 ekv. PTS vŢļi 1 

ekv. 11-bromundekanov® kyseliny. Ļistota produktŢ v pŚ²padŊ pouģit² H2SO4 i PTS byla 

srovnateln§. Proto byla pro dalġ² reakce pouģ²v§na H2SO4. Kvalita produktu byla 

sledov§na pomoc² 
1
H NMR. 

PŚipravenĨ methyl-11-bromundekano§t byl v dalġ²m kroku pouģit pro Friedelovuï

Craftsovu alkylaci toluenu.  Nejprve byl vyzkouġen postup pŚevzatĨ z literatury.
156

 Tato 

synt®za zahrnovala rozsuspendov§n² AlCl3 v bezvod®m toluenu a ochlazen² na 4 ÁC. 
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PŚi t®to teplotŊ bylo pomalu pŚid§no alkylaļn² ļinidlo a po zahŚ§t² na poģadovanou teplotu 

byla reakļn² smŊs m²ch§na 4 h, kdy byla ukonļena naŚedŊn²m vodou. PŚestoģe autoŚi 

origin§ln²ho postupu neuv§d² ģ§dn® obt²ģe pŚi reakci ani pŚi separaci produktu a dos§hli 

vĨtŊģku 57 %, v naġem pŚ²padŊ byla po zpracov§n² reakļn² smŊsi izolov§na pouze vĨchoz² 

l§tka. Proto byl experiment opakov§n za jinĨch podm²nek. Jednak byl zvĨġen pŚebytek 

AlCl 3 (z 1,2 ekv. na 1,5 ekv.) a reakļn² smŊs byla zahŚ²v§na na cca 60 ÁC po dobu 4 h. V 

tomto pŚ²padŊ jsme jiģ pozorovali tvorbu alkylovan®ho toluenu. Doba zahŚ²v§n² byla 

v dalġ² reakci sn²ģena na 2 h, pŚiļem tato zmŊna nemŊla vliv na vĨtŊģek reakce. Nav§z§n² 

methyl-11-bromundekano§tu bylo potvrzeno pomoc² 
1
H NMR spektroskopie. PŚ²tomnost 

nezreagovan®ho vĨchoz²ho methyl-11-bromundekano§tu byla v 
1
H NMR spektru 

indikov§na sign§lem vod²kŢ CH2 skupiny v poloze 11 (vedle atomu Br) alkylov®ho ŚetŊzce 

(ŭ=3,41 ppm), kterĨ byl d²ky silnŊ elektronegativn²mu bromu vĨraznŊ odst²nŊn (viz 

PŚ²loha 1). Kdeģto v pŚ²padŊ nav§z§n² methyl-undekano§tu na toluen doġlo k n§hradŊ silnŊ 

elektronegativn²ho atomu bromu za atom uhl²ku a sign§l se posunul k vĨraznŊ niģġ²m 

hodnot§m ppm (spektrum viz PŚ²loha 2).  

Porovn§n² integr§ln²ch intenzit p²kŢ pŚ²sluġej²c²ch vod²kŢm chr§n²c² methoxyskupiny a 

sign§lŢ vod²kŢ benzenov®ho j§dra vġak uk§zalo, ģe nedoch§zelo pouze k tvorbŊ 

monosubstituovan®ho produktu (tedy substituci do jedn® polohy oï nebo pï vŢļi methylu 

toluenu), ale v mal® m²Śe doch§z² i tvorbŊ v²ce substituovan®ho produktu. Pokud by doġlo 

k nav§z§n² jedn® molekuly alkylaļn²ho ļinidla na jednu molekulu toluenu, byl by pomŊr 

p²kŢ ŭ=7,18ï7,01 ppm a ŭ=3,68 ppm 4:3. Integr§ln² hodnota p²kŢ v Ăaromatick®ñ oblasti je 

vġak niģġ² (pŚibliģnŊ 3,6:3). PravdŊpodobnŊ doch§z² v mal® m²Śe i k substituci do oï a pï 

polohy souļasnŊ. Ze sterickĨch dŢvodŢ je m§lo pravdŊpodobn®, ģe by j§dro bylo 

substituovan® v obou oï poloh§ch. V²cesubstituovanĨ produkt by mohl zpŢsobovat 

s²Šov§n² ŚetŊzcŢ HA. Bylo by obt²ģnŊ zjistiteln®, do jak® m²ry doch§z² k s²Šov§n², protoģe 

zdaleka ne vġechny karboxylov® skupiny mastnĨch kyseliny jsou ve vĨsledku nav§z§ny 

na hydroxyly HA. Toto s²Šov§n² by mohlo zpŢsobit napŚ²klad probl®m s rozpustnost² ļi 

pŚi inkorporaci l®ļivĨch l§tek. Vzhledem k n§hodnosti, mŢģe bĨt m²ra s²Šov§n² odliġn§ 

v z§vislosti na ġarģi, mohly by se tak® m²rnŊ liġit i vlastnosti deriv§tŢ HA a z nich 

pŚipravenĨch micel. 

Jednou z alternativn²ch moģnost² z²sk§n² vhodn®ho aromatick®ho modifikaļn²ho ļinidla 

byla alkylace benzenu. PŚestoģe je v literatuŚe pŚ²prava monosubstituovan®ho benzenu 

pomoc² FriedelovyïCraftsovy alkylace pops§na,
157-159

 n§m se monosubstituovanĨ 
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benzenovĨ deriv§t takto pŚipravit nepodaŚilo. Protoģe jsme vģdy pozorovali buŅ alkylaci 

do vyġġ²ho stupnŊ, nebo k naopak k tvorbŊ produktu vŢbec nedoch§zelo, vyhodnotili jsme 

tuto reakci jako obt²ģnŊ Śiditelnou. Podm²nky reakc² a vĨsledky jsou shrnuty v Tabulce 1. 

Prvn² reakce byla provedena podle vĨġe citovan®ho publikovan®ho postupu.  U dalġ²ch 

reakc² byly pozmŊnŊny jednotliv® parametry (doba a teplota reakce, pomŊr methyl-11-

bromundekano§tu a AlCl3). KvŢli rychl®mu prŢbŊhu nebyly reakce sledov§ny napŚ²klad 

pomoc² GCïMS ale byly zpracov§ny po ubŊhnut² pŚedem urļen®ho ļasu. AnalĨzy 

zpracovanĨch reakļn²ch smŊs² uk§zaly jen pŚ²tomnost vĨchoz² l§tky (k reakci vŢbec 

nedoġlo; v pŚ²padech 3, 4 a 5) nebo smŊs velk®ho mnoģstv² produktŢ (1, 2, 6 a 7) zahrnuj²c² 

v²cesubstituovanĨ benzen. Podm²nky reakc² byly pŚ²liġ radik§ln², a proto byl pro reakce 3, 

4 a 5 pouģit niģġ² pomŊr methyl-11-bromundekano§tu a AlCl3 a m²rnŊjġ² podm²nky 

(teplota, ļas). Tyto podm²nky byly ale nedostateļn® pro probŊhnut² reakce. V dalġ²ch 

reakc²ch (6 a 7) byly vġechny parametry m²rnŊ zvĨġeny, ale ani v tomto pŚ²padŊ nebyl 

z²sk§n poģadovanĨ produkt. 

Tabulka 1: Podm²nky a vĨsledky alkylace benzenu. 

 m-11-b*:AlCl 3[n:n] T [ÁC] 

 

t [min] VĨsledek 

1 1:3,7 60 240 smŊs 

2 1:1,5 40 120 smŊs 
3 1:1,2 rt 30 VL 

4 1:1,2 rt 120 VL 

5 1:1,2 40 30 VL 

6 1:1,5 40 15 smŊs 
7 1:1,5 rt 24 smŊs 

*m-11-b...methyl-11-bromundekano§t 

O fin§ln² aplikaci tŊchto (benzenovĨch) deriv§tŢ HA jsme z dŢvodu rizika kontaminace 

karcinogenn²m benzenem neuvaģovali, chtŊli jsme jej pouģ²t pro srovn§n² vlastnost² tohoto 

HA deriv§tu a deriv§tu z²skan®ho modifikac² HA 11-tolylundekanovou kyselinou. Benzen 

je potvrzenĨ lidskĨ karcinogen, a je-li to moģn®, je vhodn® se vyhnout jeho pouģ²v§n² 

(nejen) pŚi medic²nskĨch aplikac²ch. Pokud by bylo zjiġtŊno, ģe vlastnosti tŊchto dvou typŢ 

deriv§tŢ a jejich micel jsou odpov²daj²c², byl by nad§le pouģ²v§n deriv§t z HA a 11-

tolylundekanov® kyseliny.   
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Po ne¼spŊchu FriedelovyïCraftsovy alkylace benzenu byla vyzkouġena moģnost zav®st 

termin§ln² fenylovĨ substituent do struktury mastn® kyseliny pomoc² Wittigovy reakce.  

VĨchoz² l§tkou byl opŊt methyl-11-bromundekano§t, kterĨ byl pŚeveden na Wittigovu sŢl 

reakc² s trifenylfosfanem. V dalġ²m reakļn²m kroku mŊlo doj²t k samotn® WittigovŊ reakci 

pŚipraven® soli s benzaldehydem. Vznikl§ dvojn§ vazba mŊla bĨt hydrogenov§na pomoc² 

vod²ku na RaneyovŊ niklu v EtOH ļi jin®m vhodn®m rozpouġtŊdle. V posledn²m kroku 

mŊla bĨt pak odstranŊna chr§n²c² skupina a znovu vytvoŚena karboxylov§ skupina 

nezbytn§ pro vlastn² modifikaci hydroxylovĨch skupin HA. Sled zamĨġlenĨch reakc² je 

uveden na Sch®matu 12.  

Br OH

O

9 Br O

O

9 P
+

O

O

9
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O

O

O

8O

O

8OH
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Sch®ma 12: NavrģenĨ postup vedouc² k pŚ²pravŊ 12-fenyldodekanov® kyseliny. 

Pro pŚ²pravu Wittigovy soli z methyl-11-bromundekano§tu a trifenylfosfanu byla dŢleģit§ 

volba vhodn®ho rozpouġtŊdla. Nejprve byl vyzkouġen toluen.
160

 V tomto rozpouġtŊdle 

vġak, patrnŊ pro n²zkou polaritu, nedoch§zelo ke konverzi vĨchoz²ch l§tek. Svou roli 

pravdŊpodobnŊ sehr§v§ i n²zk§ reaktivita methyl-11-bromundekano§tu, neboŠ pŚ²prava 

WittigovĨch sol² v toluenu je pops§na.
160 

V dalġ²ch reakc²ch jsme se rozhodli vyzkouġet 

pol§rnŊjġ² prostŚed², acetonitril
161

  a N,N-dimethylformamid.
162

 Reakļn² doba byla v obou 

pŚ²padech relativnŊ dlouh§ (pŚibliģnŊ 45 h). Protoģe vysoce pol§rn² Wittigovu sŢl  nelze 

stanovit pomoc² GCïMS a nukle§rn² magnetickou rezonanc² Đstav chemie dosud 

nedisponuje, bylo moģn® sledovat prŢbŊh reakce jen pomoc² TLC sledov§n²m ¼bytku 

Ph3P, a aģ zpracovanĨ produkt byl podroben 
1
H NMR analĨze. 

Z²skan§ Wittigova sŢl byla podrobena reakci s benzaldehydem za rŢznĨch podm²nek. 

Nejprve byla reakce provedena v DMF za pŚ²tomnosti K2CO3 jako b§ze,
163 

 ale ani po 27 h 

zahŚ²v§n² nebyl pozorov§n vznik produktu. V dalġ²m pŚ²padŊ byl jako rozpouġtŊdlo pouģit 
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IPA a jako b§ze LiOH.
160 

V tomto pŚ²padŊ byla reakļn² smŊs refluxov§na 42 h, avġak tak® 

bez ¼spŊchu. Ani pouģit² NaH jako b§ze a DMSO jako rozpouġtŊdla
164 
pŚi teplotŊ cca 70 

ÁC pod inertn² atmosf®rou nevedlo po 20 h k tvorbŊ detekovateln®ho mnoģstv² produktu. 

Produkt nevznikl bohuģel ani tehdy, byla-li Wittigova sŢl rozsuspendov§na ve vodŊ 

v prostŚed² NaOH, pŚid§n benzaldehyd a vznikl§ smŊs zahŚ²v§na na cca 70 ÁC po dobu 22 

h. Ve vġech pŚ²padech byla v reakļn² smŊsi detekov§na jen pŚ²tomnost vĨchoz²ch l§tek. 

DŢvodem mŢģe bĨt n²zk§ reaktivita Wittigovy soli pŚipraven® 

z methyl-11-bromundekano§tu. 

Posledn² vyzkouġen§ moģnost zaveden² fenylu do struktury mastn® kyseliny byla 

Grognardova reakce. Grignardovo ļinidlo (fenylmagnesiumbromid) a 

tetramethylethylendiamin (TMEDA) byly pŚid§ny do roztoku methyl-11-bromundekano§tu 

a FeCl3.
165

 Reakļn² ļinidlo TMEDA zde hraje dŢleģitou roli, neboŠ potlaļuje neģ§douc² 

vedlejġ² reakce, jako napŚ²klad tvorbu olefinŢ. Produktem prvn² reakce byl naģloutlĨ olej, 

kterĨ obsahoval zejm®na vĨchoz² methylester a pravdŊpodobnŊ mal® mnoģstv² produktu 

(urļeno dle 
1
H NMR, jednotliv® komponenty nebyly separov§ny). Z dŢvodu pŚ²tomnosti 

velk®ho mnoģstv² vĨchoz² l§tky v produktu byl zmŊnŊn pomŊr reakļn²ch ļinidel, ale dle 

GCïMS analĨzy bylo ve zpracovan® reakļn² smŊsi pŚ²tomno 63 % bifenylu a dalġ² vedlejġ² 

produkty. PoģadovanĨ produkt nebyl pozorov§n. 

Jako jedin§ moģnost pŚ²pravy ɤ-fenylalkanov® kyseliny s d®lkou ŚetŊzce 11 nebo 12 

uhl²kovĨch atomŢ se tedy uk§zala Friedelova-Craftsova alkylace toluenu. Ostatn² pokusy 

o pŚ²pravu t®to kyseliny selhaly. Probl®mem Friedelovy-Craftsovy alkylace je obsah 

v²cesubstituovan®ho deriv§tu v produktu, kterĨ mŢģe zpŢsobovat s²Šov§n² deriv§tu HA. 

Toto s²Šov§n² by mohlo zpŢsobit napŚ²klad probl®m s rozpustnost² a n§slednŊ i 

pŚi inkorporaci l®ļivĨch l§tek. Nicm®nŊ deriv§ty i micely pŚipraven® z HA 

modifikovan®ho touto kyselinou se projevily jako zcela funkļn².  

Po ¼spŊġn® pŚ²pravŊ deriv§tŢ HA s ɤ-fenylmastnĨmi kyselinami, vyvstala ot§zka, zda 

z§mŊna benzenov®ho kruhu za stericky n§roļnŊjġ² a na ˊïelektrony bohatġ² syst®m ovlivn² 

(a popŚ²padŊ do jak® m²ry) vlastnosti micel z tohoto deriv§tu pŚipravenĨch.  

Jako skelet vhodnĨ z hlediska ceny, dostupnosti ļi n§roļnosti nav§z§n² 

na methyl-11-bromundekano§t byl vybr§n karbazol (Obr§zek 27), coģ je heterocyklus 

tvoŚenĨ tŚemi kondenzovanĨmi kruhy a obsahuj²c² dus²kovĨ atom. KarbazolovĨ 
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heterocyklus je souļ§st² mnoha pŚ²rodn²ch biologicky aktivn²ch l§tek maj²c²ch 

kancerostatick®, antibakteri§ln², antifung§ln², protiz§nŊtliv® ļi sedativn² vlastnosti.
166

 

 
N
H  

Obr§zek 27: Struktura karbazolu. 

Kyselina 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanov§ byla pŚipravena tŚ²krokovou synt®zou. 

V prvn²m kroku byl pŚipraven methyl-11-bromundekano§t a ten byl pouģit pro alkylaci 

karbazolu v bazick®m prostŚed² a n§slednŊ byla odstranŊna chr§n²c² skupiny z karboxylov® 

skupiny. Alkylace karbazolu byla jiģ pops§na v literatuŚe a pŚ²pravu jsme zopakovali 

stejnĨm postupem.
155  
Liter§rn² postup zahrnoval refluxov§n² heterogenn² smŊsi obsahuj²c² 

K2CO3, karbazol a methyl-11-bromundekano§t v acetonitrilu  po dobu tŚ² dnŢ. 

PŚi prov§dŊn² reakce t²mto postupem se po cca 28 h zahŚ²v§n² na TLC kromŊ karbazolu a 

(pravdŊpodobnŊ) poģadovan®ho produktu zaļ²nala objevovat dalġ² skvrna indukuj²c² 

tvorbu neģ§douc²ho produktu. Reakce byla proto ukonļena. 
1
H NMR spektroskopie 

surov®ho produktu potvrdila pŚ²tomnost vĨchoz²ch l§tek, poģadovan®ho 

methyl-11-(9H-karbazol-9-yl)undekano§tu a vedlejġ²ho produktu, jehoģ strukturu se 

nepodaŚilo urļit. Porovn§n²m integr§ln²ch intenzit produktu a vĨchoz²ch l§tek bylo 

zjiġtŊno, ģe poģadovanĨ produkt vznikl jen ve velmi mal®m mnoģstv² (zhruba v pomŊru 

0,2:1 k vĨchoz²mu methyl-11-bromundekano§tu). Prodlouģen² reakļn² doby by sice 

pravdŊpodobnŊ vedlo ke vzniku vŊtġ²ho mnoģstv² 

methyl-11-(9H-karbazol-9-yl)undekano§tu, ale tak® by pravdŊpodobnŊ vznikalo vŊtġ² 

mnoģstv² neģ§douc²ho produktu. Protoģe byla reakce prov§dŊna za refluxu rozpouġtŊdla, 

nen² moģn® zvĨġit teplotu varu, a tud²ģ byl vyzkouġen jinĨ postup. Ten zahrnoval DMSO 

jako rozpouġtŊdlo a NaOH jako b§zi (Sch®ma 13).
167

 Takhle reakce jiģ probŊhla 

s uspokojivĨm vĨsledkem. Podle 
1
H NMR analĨzy doġlo sice k tvorbŊ poģadovan®ho 

produktu, ale za podm²nek reakce doġlo k ļ§steļn®mu odstranŊn² chr§n²c² karboxylov® 

skupiny. Prodlouģen²m reakļn² doby (o 6 h) k ¼pln®mu odchr§nŊn² karboxylov® skupiny 

nedoġlo. To ovġem nepŚedstavovalo velkĨ probl®m, protoģe tŚet²m krokem postupu byla 

pr§vŊ hydrolĨza esteru.  



Disertaļn² pr§ce                                                                                       Ing. Alena Matelov§ 

 

66 
 

NH
O

O Br

N O

O

N OH

O

N O

O

+
1) DMSO, NaOH

2) H+

1) MeOH, NaOH

2) H+

 

Sch®ma 13: Postup pŚ²pravy 11-(9H-karbazol-9-yl)undekanov® kyseliny. 

Dalġ² skupinou modifikaļn²ch ļinidel byla s®rie 4-alkoxybenzoovĨch kyselin. Byly 

zvoleny kyseliny substituovan® na kysl²kov®m atomu hydroxylov® skupiny dlouhĨmi 

alkylovĨmi ŚetŊzci C8, C10, C12, C14 a C16. Vġechny tyto deriv§ty byly pŚipraveny n²ģe 

popsanĨm postupem a pot® pouģity pro modifikaci HA.  

Jako vĨchoz² l§tka byl pouģit methyl-4-hydroxybenzo§t. Substituce vod²kov®ho atomu 

hydroxylov® skupiny ¼spŊġnŊ probŊhla za bezvodĨch bazickĨch podm²nek (DMF a 

K2CO3) pod inertn² atmosf®rou (Sch®ma 14).
168

 Naproti tomu postup zahrnuj²c² pouģit² 

10% K2CO3 jako b§ze v DMSO a m²ch§n² pŚi laboratorn² teplotŊ po dobu 4 h nevedl 

k tvorbŊ poģadovan®ho produktu.
169

 VĨġe uvedenĨ ¼spŊġnĨ postup byl pouģit pro pŚ²pravu 

cel® s®rie n-alkoxybenzoovĨch kyselin. HydrolĨza esteru probŊhla bŊhem zahŚ²v§n² 

methylesteru v bazick®m prostŚed² (KOH v EtOH).
170

 Poģadovan® kyseliny byly z roztoku 

z²sk§ny pŚeveden²m pH do kysel® oblasti a odfiltrov§n²m vysr§ģen®ho produktu ze smŊsi. 

T²mto postupem doġlo k uvolnŊn² karboxylov® funkce, d²ky kter® byly pŚipraven® deriv§ty 

posl®ze v§z§ny na hydroxylov® skupiny HA. Tyto reakce probŊhly bez probl®mŢ stejnŊ 

jako zpracov§n² produktŢ. Za jinĨch podm²nek, napŚ²klad NaOH v MeOH po dobu 45 h 

pŚi laboratorn² teplotŊ
171

 nebo NaOH v dioxanu po dobu 20 h pŚi laboratorn² teplotŊ,
172

 sice 

vznikal ģ§danĨ produkt, ale v pomŊrnŊ mal®m mnoģstv². PomŊr vĨchoz² l§tka:produkt byl 

zhruba 1,5:0,5. 

O

O

Ox

 

O

O

OH

C8, C10, C12, C14, C16

x = 1, 3, 5, 7 nebo 9 

n-alkylbromid

DMF, K2CO3, N2

60 °C, 14 h

 

Sch®ma 14: Postup pŚ²pravy 4-alkoxybenzo§tŢ. 
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6.1.3. /ÐÔÉÍÁÌÉÚÁÃÅ ÒÅÁËéÎþÃÈ ÐÏÄÍþÎek 

DŢleģit® ļinidlo pod²lej²c² se na zd§rn®m prŢbŊhu reakce pŚedstavuje b§ze. K vyzkouġen² 

byly vybr§ny tyto b§ze: triethylamin (TEA), N,NË-diisopropylethylamin (DIPEA), 

N-methylimidazol (NMI), 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan (DABCO) a 1-methyl-2-pyrrolidon 

(NMP) (Obr§zek 28). Tyto b§ze jsou pouģ²v§ny pŚi modifikac²ch polysacharidŢ. S kaģdou 

b§z² byla reakce provedena tŚikr§t a vĨsledky (stupeŔ substituce ï DS, ļistota produktu 

podle 
1
H NMR) byly porovn§ny. Podm²nky reakce vļetnŊ mol§rn²ch pomŊrŢ ļinidel byly 

zachov§ny pŚi vġech reakc²ch. Vġechny reakce byly prov§dŊny s HA o molekulov® 

hmotnosti 6 kDa kvŢli velmi dobr® rozpustnosti a tud²ģ snadn® charakterizovatelnosti 

pŚipravenĨch deriv§tŢ. 

Reakce HA a smŊsn®ho anhydridu odvozen®ho od aromatick® karboxylov® kyseliny, 

nebyly dosud pops§ny. Bylo proto nutn® optimalizovat reakļn² podm²nky a zejm®na vybrat 

nejvhodnŊjġ² organickou b§zi. Reakce s kaģdou b§z² byly vģdy za danĨch podm²nek 

provedeny tŚikr§t pro zjiġtŊn² reprodukovatelnosti. Ostatn² podm²nky (doba reakce, 

reaktanty a jejich nav§ģky a ekvivalenty, zpracov§n²) byly shodn® pro reakce se vġemi 

b§zemi, aby vĨsledky mohly bĨt vz§jemnŊ porovn§ny. Jako modifikaļn² ļinidlo pŚi tŊchto 

optimalizac²ch byla pouģita 4-fenylm§seln§ kyselina. ĐspŊġnost reakce byla hodnocena 

zejm®na na z§kladŊ dvou parametrŢ a to podle stupnŊ substituce HA poģadovanĨm 

zbytkem kyseliny (DS) a ļistotŊ produktu (Tabulka 2), kter§ byla hodnocena pomoc² 
1
H 

NMR spekter.  

N N

N

N
N

N N
O

TEA DIPEA NMI DABCO NMP  

Obr§zek 28: B§ze pouģit® pro katalĨzu modifikaļn² reakce. 

Deriv§t HA s nejvyġġ²m DS byl z²sk§n pŚi pouģit² TEA. 
1
H NMR spektrum produktu t®to 

reakce vġak vģdy uk§zalo pŚ²tomnost zbytkov®ho TEA.  DodateļnĨm rozpuġtŊn²m deriv§tu 

HA ve vodŊ a opakovanĨm promyt²m sice doġlo k odstranŊn² vġech detekovatelnĨch stop 

TEA, ale tento krok zvyġuje ļasovou a finanļn² n§roļnost pŚ²pravy tŊchto deriv§tŢ. 

Z tohoto dŢvodu byl jako nejvhodnŊjġ² b§ze vybr§n DIPEA. Reakce s touto b§z² poskytuje 

deriv§t se sice nŊco niģġ²m stupnŊm substituce, ale b§ze je bez probl®mu odstranŊna jiģ 

bŊhem bŊģn®ho zpracov§n².  
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Tabulka 2: VĨsledky modifikaļn²ch reakc² za pouģit² rŢznĨch b§z². 

Pouģit§ b§ze 4C:HA[n:n] DS [%] Ļistota*  VĨtŊģek [%] 

TEA 2:1 39 ne 88 

DIPEA 2:1 34 ano 85 

NMI 2:1 0 ano -- 

DABCO 2:1 7 ano 87 

NMP 2:1 0 ano -- 

*pŚ²tomnost zbytkŢ b§ze apod. 

6.1.4. Modifikace HA  ʖɀÆÅÎÙÌÍÁÓÔÎĻÍÉ ËÙÓÅÌÉÎÁÍÉ 

Nen²-li uvedeno jinak, byly vġechny modifikaļn² reakce provedeny tŚikr§t a vĨslednĨ DS 

byl z²sk§n jako prŢmŊr tŚ² hodnot. Baseline spektra byla vģdy korigov§na. Pro vĨpoļet DS 

deriv§tŢ HA byly pouģity p²ky anomern²ch vod²kŢ a vod²kŢ acetylov® skupiny 

N-acetylglukosaminu HA a p²ky alifatickĨch ļ§st² aromatickĨch substituentŢ. Podm²nky a 

vĨsledky modifikaļn²ch reakc² HA a 4-fenylm§seln® kyseliny jsou uvedeny v Tabulce 3 a 

4. 

StupeŔ substituce je ovlivŔov§n mnoha faktory. NejdŢleģitŊjġ²m z nich, kterĨ se tak® 

vyuģ²v§ pro Ś²zen² DS, je mol§rn² pomŊr hyaluronanu (resp. jedn® disacharidov® jednotky) 

a modifikaļn²ho ļinidla. Postupem uvedenĨm vĨġe byla pŚipravena s®rie deriv§tŢ s rŢznĨm 

DS v z§vislosti na vstupn²m mol§rn²m pomŊru HA a modifikaļn²ho ļinidla.  

Tabulka 3: Podm²nky a vĨsledky modifikaļn²ch reakc² HA pomoc² 4-fenylm§seln® kyseliny 

s pouģit²m b§ze DIPEA. 

 4C:HA [n:n] B§ze 
MwHA 

[kDa] 

VĨchoz² mnoģstv² 

HA [g] 
DS [%] 

VĨtŊģek 

[%] 

1 2:1  

 

 

DIPEA 

 

 

 

 

6 0,5 32 85 

2* 2:1 6 0,5 35 87 

3 2:1 15 2 37 86 

4 2:1 15 5 40 90 

5 1:1 15 2 25 76 

6 0,7:1 15 0,5 17 86 

7 0,5:1 15 1 13 96 

*reakce byla provedena v THF  

PŚestoģe byla jako nejvhodnŊjġ² b§ze vybr§n DIPEA, byly provedeny i reakce s TEA pro 

z²sk§n² deriv§tŢ HA s co nejvyġġ²m DS.  DŢvodem k proveden² tŊchto reakc² byl fakt, ģe 
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u micel pŚipravenĨch z HA modifikovan®ho alifatickĨmi modifikaļn²mi ļinidly, byly 

pozorov§ny lepġ² vlastnosti (napŚ²klad vazebn§ kapacita) tehdy, kdyģ mŊl deriv§t HA vyġġ² 

DS. Proto jsme se snaģili o deriv§t HA s nejvyġġ²m DS, abychom zjistili, zda toto pravidlo 

plat² i v pŚ²padŊ micel z aromaticky modifikovan®ho HA.  

S TEA byly proto tak® provedeny reakce s rŢznĨmi pomŊry HA a 4-fenylm§seln® kyseliny 

(Tabulka 4), jinou nav§ģkou a molekulovou hmotnost² HA, abychom zjistili, zda se zde 

¼ļinek t®to b§ze projev² vĨraznŊjġ²m zvĨġen²m DS. Porovn§n² vĨsledkŢ z Tabulky 3 a 

Tabulky 4 nicm®nŊ uk§zalo, ģe pouģit² TEA m²sto DIPEA vĨraznŊ nezvyġuje DS ani pŚi 

jinĨch reakļn²ch podm²nk§ch (Mw, mol§rn² pomŊr HA:4-fenylm§seln§ kyselina, vĨchoz² 

mnoģstv² HA).  

Tabulka 4: Podm²nky a vĨsledky modifikaļn²ch reakc² HA a 4-fenylm§seln® kyseliny s pouģit²m 

b§te TEA. 

 
4C:HA [n:n] B§ze 

MwHA 

[kDa] 

VĨchoz² mnoģstv² 

HA [g] 
DS [%] 

VĨtŊģek 

[%] 

1 2,5:1  6 0,5 20 79 

2 2:1 

TEA 

6 1 31 88 

3 2:1 15 0,5 34 83 

4 2:1 15 2 33 80 

5 1,5:1 15 0,5 28 92 

6 1,2:1 15 0,5 23 85 

7 1:1 15 0,5 24 93 

8 0,7:1 15 1 16 77 

V jedn® reakci katalyzovan® DIPEA bylo standartnŊ pouģ²van® rozpouġtŊdlo (IPA) 

nahrazeno tetrahydrofuranem a opŊt byl sledov§n vliv t®to zmŊny na DS deriv§tu (Tabulka 

3, Ś§dek 2). Nicm®nŊ z§mŊna rozpouġtŊdla vĨraznŊ neovlivnila DS pŚipravovan®ho 

deriv§tu, bylo zachov§no pouģ²v§n² IPA. 

D§le zde bylo potvrzeno, ģe dobr®ho DS je dosahov§no i pŚi vŊtġ²m vĨchoz²m mnoģstv² 

HA (Tabulka 3, Ś§dky 3ï5), coģ je dŢleģit® hledisko pro pŚ²padnĨ scale-up reakc². 

Reakcemi HA s 4-fenylm§selnou kyselinou byla stanovena z§vislost DS na vstupn²m 

mol§rn²m pomŊru modifikaļn²ho ļinidla k disacharidov® jednotce HA. Uk§zalo se, ģe DS 

stoup§ se zvyġuj²c²m se pomŊrem 4-fenylm§seln® kyseliny vŢļi HA aģ do pomŊru 2:1 

(4-fenylm§seln§ k.:HA). Je-li  tento pomŊr 2,5:1, nast§v§ propad a DS se sniģuje (Tabulka 
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4, Ś§dek 1). PŚ²ļinou tohoto jevu mŢģe bĨt napŚ²klad vytv§Śen² vyġġ²ch asoci§tŢ mezi 

molekulami 4-fenylm§seln® kyseliny, kter® pak nemohou vytv§Śet aktivovanou formu 

s benzoylchloridem. Nejvyġġ²ho DS je tedy moģn® dos§hnout s pomŊrem 2:1. 

BŊhem tŊchto experimentŢ bylo dŢleģit® zachovat ļasov® proveden² (napŚ²klad doba 

rozpuġtŊn² HA) reakce. Jelikoģ je HA polymer, musela bĨt doba rozpouġtŊn² dostateļn§, 

aby byl polymern² ŚetŊzec solvatov§n rozpouġtŊdlem.  

SmŊsnĨ anhydrid, kterĨ byl vytvoŚen bŊhem aktivaļn² reakce, m§ dvŊ elektrofiln² m²sta (A 

a B), kter§ mohou reagovat s hydroxylovĨmi skupinami HA (Obr§zek 29). KvŢli tomu 

mŢģe bĨt HA modifikov§na dvŊma rŢznĨmi substituenty, kter® s hydroxylovĨmi 

skupinami HA vytv§Ś² stabiln² esterovou vazbu. Aniont PhïCOO
ï 

je vġak stabilnŊjġ², a 

proto je HA pŚednostnŊ modifikov§na zbytkem ɤ-FAK. I pŚes tuto skuteļnost vġak 

k modifikaci HA benzo§tem v mal® m²Śe doch§z². StupeŔ substituce benzo§tem se 

pohybuje v rozmez² 0,1ï3 %. Tento ¼daj byl z²sk§n z 
1
H NMR spektra. Ġlo by nam²tnout, 

ģe i kyselina benzoov§ mŢģe bĨt vhodnĨm aromatickĨm substituentem HA. Jak vġak 

n§sleduj²c² vĨsledky naznaļ², nemŊly by tyto deriv§ty a jejich micely dobrou stabilitu 

v pŚ²tomnosti albuminu ani dalġ² poģadovan® vlastnosti. 
 

O

O O

R1

*m

 

R1 = H nebo CH3

A B

 

Obr§zek 29: SmŊsnĨ anhydrid ï aktivovan§ forma kyseliny. 

Vyzkouġeny byly dvŊ molekulov® hmotnosti HA, 6 a 15 kDa. Pro nosiļov® syst®my je 

velice dŢleģit§ dobr§ rozpustnost deriv§tŢ (a jejich micel)  ve vodn®m prostŚed². Pokud 

jsou zamĨġlen® tak® topick® aplikace, je dŢleģit§ dobr§ prostupnost nosiļovĨch syst®mŢ 

kŢģ². Z tŊchto dŢvodŢ je dŢleģit® pouģ²vat HA o niģġ² molekulov® hmotnosti, aby 

nevytv§Śela pŚ²liġ visk·zn² roztoky a dobŚe prostupovala pŚes bunŊļn® membr§ny. 

Viskozita HA stoup§ s d®lkou ŚetŊzce, kromŊ toho mohou pŚipojen§ modifikaļn² ļinidla 

zvyġovat viskozitu prostŚednictv²m intra- a intermolekul§rn²ch interakc².  

Hyaluronan o molekulov® hmotnosti 6 kDa byl pouģit hlavnŊ pro nŊkter§ testov§n² 

(napŚ²klad vĨbŊr vhodn® b§ze). PŚi takto n²zk® molekulov® hmotnosti je zde jiģ zastoupeno 

v²ce fragmentŢ s velmi kr§tkĨm ŚetŊzcem, coģ mŢģe zpŢsobovat probl®m napŚ²klad pŚi 
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zpracov§n² reakc², kdy mohou bĨt nechtŊnŊ snadno odstranŊny. Hyaluronan o molekulov® 

hmotnosti 15 kDa tedy byl vybr§n jako nejvhodnŊjġ². 

Stejn® reakļn² podm²nky pouģit® pro modifikaļn² reakce vedouc² ke vzniku deriv§tŢ HAï

4C byly pouģity i pro reakce vedouc² ke vzniku deriv§tŢ HAï6C (Tabulka 5) a HAï8C 

(Tabulka 6). Jako b§ze byl v tŊchto reakc²ch jiģ vģdy pouģ²v§n DIPEA. 6-Fenylhexanov§ a 

8-fenyloktanov§ kyselina byly vybr§ny pro modifikaci HA z dŢvodu porovn§n² vlivu d®lky 

alifatick®ho ŚetŊzce tŊchto kyselin na vlastnosti micel pŚipravenĨch z tŊchto deriv§tŢ. Tato 

na prvn² pohled mal§ zmŊna ve struktuŚe kyselin mŊla vġak velmi vĨraznĨ vliv 

na vlastnosti deriv§tŢ i micel (bude diskutov§no v dalġ²ch kapitol§ch) a na z§kladŊ tŊchto 

vĨsledkŢ byly navrhnuty a pŚipraveny dalġ² kyseliny pro modifikaci HA. 

Tabulka 5: Podm²nky a vĨsledky modifikaļn²ch reakc² HA a 6-fenylhexanov® kyseliny. 

 6C:HA [n:n] Mw HA [kDa] DS [%] VĨtŊģek [%] 

1 2:1 6 55 82 

2 2:1 15 47 89 

3 0,7:1 15 21 86 

4 0,5:1 15 15 79 

5 0,2:1 15 5 88 

 

Tabulka 6: Podm²nky a vĨsledky modifikaļn²ch reakc² HA a 8-fenyloktanov® kyseliny. 

 8C:HA [n:n] 

[n:n] 

Mw HA [kDa] DS [%] VĨtŊģek [%] 

1 2:1 6 43 83 

2 2:1 15 37 86 

3 0,7:1 15 18 72 

4 0,5:1 15 13 95 

Jak jiģ bylo naznaļeno, se stoupaj²c² d®lkou ŚetŊzce aromatick® mastn® kyseliny pouģit® 

pro modifikaci HA, se zlepġuj² vlastnosti micel, zejm®na jejich stabilita v pŚ²tomnosti 

krevn²ch proteinŢ. Stabilita micel pŚipravenĨch z deriv§tu HA modifikovan®ho 

8-fenyloktanovou kyselinou vġak st§le nebyla dostaļuj²c² (bliģġ² koment§Ś viz kapitola 

6.2). Z tohoto dŢvodu byla hled§na aromatick§ mastn§ kyselina s delġ²m alifatickĨm 

ŚetŊzcem. Jiģ 8-fenyloktanov§ kyselina vġak byla pomŊrnŊ ġpatnŊ komerļnŊ dostupn§ a 

drah§. K dispozici jsme ale mŊli Fmocï6ïAhxïOH (Obr§zek 30), kter§ m§ v alifatick®m 

ŚetŊzci 10 atomŢ, a proto bylo vyzkouġeno, jak vĨsledn® vlastnosti ovlivn².  
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Obr§zek 30: Struktura Fmocï6ïAhxïOH. 

Tato kyselina byla pouģita jen jako Ămodelov§ñ l§tka s delġ²m ŚetŊzcem neģ m§ 

8-fenyloktanov§ kyselina, a nebyla proto br§na v potaz pŚ²tomnost karbam§tov® funkce a 

jej² chemick® vlastnosti. Pro modifikaci HA touto kyselinou byly pouģity stejn® podm²nky 

jako pro pŚ²pravu deriv§tŢ HA a ɤ-fenylmastnĨch kyselin. VĨsledky tŊchto reakc² jsou 

uvedeny v Tabulce 7. 

Tabulka 7: Podm²nky a vĨsledky modifikaļn²ch reakc² HA a Fmocï6ïAhxïOH. 

 Fmoc:HA[n:n] Mw HA [kDa] DS [%] VĨtŊģek [%] 

1 2:1 6 14 85 

2 2:1 15 14 79 

Z Tabulky 7 je patrn®, ģe pŚi zachov§n² tĨchģ podm²nek jako v pŚedchoz²ch reakc²ch byl 

DS deriv§tŢ HA s Fmocï6ïAhxïOH vĨznamnŊ niģġ². To mŢģe bĨt zpŢsobeno napŚ²klad 

vysokou sterickou n§roļnost², kter§ br§n² nav§z§n² vŊtġ²ho mnoģstv² t®to kyseliny na HA.  

VĨsledky stability micel v pŚ²tomnosti hovŊz²ho albuminu (kapitola 6.2) vġak nebyly 

povzbudiv®, a proto nebyly dalġ² deriv§ty s touto kyselinou pŚipraveny a tak® d§le nebyly 

tyto deriv§ty zkoum§ny z hlediska moģnosti jejich vyuģit² jako nosiļovĨch syst®mŢ.  

PŚ²prava esteru HA a 11-tolylundekanov® kyseliny byla provedena za totoģnĨch podm²nek 

jako pŚ²prava esterŢ HA a jiģ vĨġe zm²nŊnĨch ɤ-fenylmastnĨch kyselin. Vġechny reakce 

byly provedeny s HA o molekulov® hmotnosti 15 kDa. Pokud byl mol§rn² pomŊr 

11-tolylundekanov§ kyselina:HA roven 1,5:1 (Tabulka 8, Ś§dek 1), nebylo moģn® zjistit 

DS vĨsledn®ho produktu. V tomto pŚ²padŊ totiģ nebylo moģn® z²skanou modifikovanou 

HA rozpustit na roztok, protoģe vģdy vznikal gel, kterĨ nebylo moģn® pŚev®st do NMR 

kyvety. Sn²ģen² mol§rn²ho pomŊru na 1:1 (Tabulka 8, Ś§dek 2) vedlo k tvorbŊ produktu 

s DS@12 %. Dalġ² sn²ģen² mol§rn²ho pomŊru na 0,7:1 poskytlo deriv§ty se stejnĨm DS 

(Tabulka 8, Ś§dek 3). Tyto hodnoty DS jsou ve srovn§n² s hodnotami z²skanĨmi v pŚ²padŊ 

pouģit² jinĨch ɤ-FAK (kapitola 6.1.5) n²zk®. Je vġak zn§mo, ģe chemick§ reaktivita 
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dlouhĨch mastnĨch kyselin kles§ s d®lkou ŚetŊzce,
173

 a proto tyto hodnoty DS nejsou 

natolik pŚekvapiv®.  

Tabulka 8: Podm²nky a vĨsledky modifikaļn² reakce HA a 11-tolylundekanov® kyseliny 

 11C:HA[n:n] T aktiv.rce/ 

reakce 

c [%] DS [%] VĨtŊģek [%] 

[%][%] 1* 1,5:1 rt/rt 3,1 -- -- 

2 1:1 rt/rt 3,1 12 85 

3 0,7:1 rt/rt 3,1 15 79 

4 0,7:1 0 ÁC/rt 5,0 13 82 

5**  0,7:1 0 ÁC/rt 5,0 12 78 

6 0,5:1 rt/rt 3,1 6 68 

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

rozpouġtŊdlech. 

Vzhledem k poģadavku na deriv§ty s vysokĨm DS (kvŢli pŚedpokl§danĨm lepġ²m 

vlastnostem micel) jsme se reakļn² podm²nky pokusili optimalizovat tak, aby byly z²sk§ny 

deriv§ty s co nejvyġġ²m DS. Na z§kladŊ vĨsledkŢ pŚ²pravy esterŢ HA s pŚedchoz²mi 

ɤ-FAK (4-fenylm§seln§ kyselina atd.) lze navrhnout zvĨġen² pomŊru 11-tolylundekanov® 

kyseliny v reakļn² smŊsi. Nicm®nŊ, vzhledem k vĨsledkŢm reakc² 1 a 2 (Tabulka 8) a 

vzhledem k tomu, ģe pŚ²prava t®to kyseliny je nejen ļasovŊ, ale i finanļnŊ n§roļnŊjġ², 

hledali jsme jinou moģnost jak DS deriv§tŢ zvĨġit neģ zvĨġen²m mol§rn²ho pomŊru 

11-tolylundekanov® kyseliny k HA. Z Tabulky 8 je patrn®, ģe sn²ģen² teploty aktivaļn² 

reakce a zvĨġen² koncentrace reakļn²ch ļinidel sn²ģen²m objemŢ pouģitĨch rozpouġtŊdel 

(reakce 4 a 5) ke zvĨġen² DS nevedlo. Protoģe se n§m po nŊkolika experimentech 

nepodaŚilo zvĨġit DS, vyzkouġeli jsme, zdali kl²ļov® vlastnosti modifikovan®ho HA, 

napŚ²klad vazebn§ kapacita micel ļi stabilita micel v pŚ²tomnosti albuminu, budou 

vyhovuj²c² i v pŚ²padŊ niģġ²ch hodnot DS. D§le v kapitole 6.2 je pops§no, ģe tyto vlastnosti 

byly velmi dobr®. Proto dalġ² reakce se z§mŊrem zvĨġit DS nebyly prov§dŊny.  

6.1.5. 3ÒÏÖÎÜÎþ ÖĻÚÎÁÍÎĻÃÈ ÐÁÒÁÍÅÔÒĳ ÐĠþÐÒÁÖÙ Á ÓÁÍÏÔÎĻÃÈ ÍÏÄÉÆÉËÏÖÁÎĻÃÈ (! 

BŊhem pŚ²pravy deriv§tŢ HAï4C a zkoum§n² jejich vlastnost² a vlastnost² micel 

pŚipravenĨch z tŊchto deriv§tŢ bylo zjiġtŊno, ģe tyto deriv§ty nemaj² zcela optim§ln² 

vlastnosti (zejm®na stabilitu v roztoku albuminu). Proto byly postupnŊ pro srovn§n² 

pŚipraveny dalġ², strukturnŊ podobn® deriv§ty (HAï6C, HAï8C a HAï11C). V Tabulce 9 

jsou uvedeny vĨsledky pro vġechny fenylov® deriv§ty (HAï4C, HAï6C, HAï8C a HAï

11C) pŚipraven® za stejnĨch podm²nek. StupeŔ substituce ud§v§ poļet molekul 

modifikaļn²ho ļinidla nav§zanĨch na sto disacharidovĨch jednotek. Efektivita reakce 
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ud§v§ pomŊr mnoģstv² karboxylov® kyseliny nav§zan® na HA vŢļi pouģit®mu mnoģstv² 

t®to kyseliny pro reakci. Efektivita byla vypoļ²t§na podle n²ģe uveden® rovnice. Podle 

tohoto ukazatele se jako nejvhodnŊjġ² (nejefektivnŊjġ²) jev² mol§rn² pomŊr ɤïFAK:HA 

0,5:1 a 0,7:1. Se zvyġuj²c²m se mol§rn²m pomŊrem tŊchto dvou reakļn²ch ļinidel sice 

stoup§ DS deriv§tŢ, ale efektivita reakc² kles§ a pŚ²prava se tak st§v§ neekonomickou.  

ὉὪὩὯὸὭὺὭὸὥ ὶὧὩ 
ὈὛz ὲ

ὲɀ
 

Tabulka 9: VĨsledky modifikace HA rŢznĨmi ɤ-FAK. 

 Deriv§t 

 

ɤïFAK: HA 

 

DS [%] Efektivita rce [%] VĨtŊģek[%] 

1  

HAï4C 

0,5 : 1 13 26,8 96 

2 0,7 : 1  17 24,3 86 

3 1 : 1 25 24,8 76 

4 2 : 1 43 21,6 85 

5  

HAï6C 

0,2 : 1 5 23,0 89 

6 0,5 : 1 15 30,6 79 

7 0,7 : 1  20 29,0 86 

8 2 : 1 47 23,4 89 

9  0,5 : 1 12 24,6 95 

10 HAï8C 0,7 : 1  18 25,1 72 

11  2 : 1 33 16,2 86 

12 HAï11C 0,5 : 1 6 12,0 68 

13 0,7 : 1  15 17,7 79 

Z tabulky je patrn®, ģe s vĨjimkou HAï4C deriv§tŢ DS
Ä
 kles§ s rostouc² d®lkou ŚetŊzce 

modifikaļn²ho ļinidla (Tabulka 9, napŚ²klad Ś§dky 7, 10 a 13 nebo 6, 9 a 12). DŢvodem 

mŢģe bĨt sniģuj²c² se reaktivita vĨchoz²ch kyselin.
173

 Deriv§ty HAï4C se tomuto pravidlu 

vymykaj². DŢvodem mŢģe bĨt jin® skupenstv² 4-fenylm§seln® (pevn®) neģ u zbĨvaj²c²ch 

ɤ-FAK (oleje), kter® mŢģe zapŚ²ļinit horġ² rozpustnost t®to kyseliny v rozpouġtŊdle pŚi 

vzniku smŊsn®ho anhydridu. 

                                                           
Ϡ
Pro vĨpoļty DS se obvykle pouģ²vaj² sign§ly HA odpov²daj²c² anomern²m vod²kŢm (ŭ=2,65 a 2,42 ppm) a 

tŚem vod²kŢm ïNHC(O)CH3 skupiny (ŭ=2,01 ppm). V pŚ²padŊ tohoto konkr®tn²ho deriv§tu (HAï4C) vġak 

byly pro vĨpoļet pouģity jen anomern² vod²ky, protoģe sign§ly vod²kŢ jedn® methylenov® skupiny ŚetŊzce 4-

fenylm§seln® kyseliny (PhïCH2ïCH2ï)se nach§zej² pŚi pŚibliģnŊ stejn® frekvenci jako vod²ky ïNHC(O)CH3 

skupiny, a tud²ģ se ve spektrech pŚekrĨvaj². 
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Jak jiģ bylo zm²nŊno vĨġe, bŊhem aktivaļn²ho kroku doch§z² k tvorbŊ smŊsn®ho 

anhydridu, kterĨ se po urļit® dobŊ (zpravidla 30 min), pŚid§v§ do roztoku HA, kde doch§z² 

k vlastn² modifikaci. Roztok aktivovan® mastn® kyseliny je k HA pŚid§v§n, aniģ by byl 

smŊsnĨ anhydrid izolov§n, a tud²ģ nebĨv§ obvykle ani detekov§n, ani charakterizov§n 

(napŚ²klad pomoc² 
1
H NMR). Na z§kladŊ dŚ²vŊjġ²ch zkuġenost² s mastnĨmi kyselinami bez 

aromatickĨch zbytkŢ byl pro aktivaļn² krok nejprve zvolen pŢlhodinovĨ interval. Protoģe 

vġak ɤ-FAK jsou jinĨm typem modifikaļn²ho ļinidla a jejich reaktivita v aktivaļn²m kroku 

mŢģe bĨt jin§, bylo vhodn® aktivaļn² reakci podrobnŊji prozkoumat, a popŚ²padŊ naj²t 

optim§ln² reakļn² dobu pro tento krok. Pokud je totiģ zvolenĨ pŢlhodinovĨ interval pŚ²liġ 

kr§tkĨ, mohou v reakļn² smŊsi zŢst§vat nezreagovan® vĨchoz² l§tky. PŚ²padnŊ naopak, 30 

min aktivaļn² doba mŢģe bĨt pŚ²liġ dlouh§ a vznikaj²c² anhydrid mŢģe bĨt nestabiln² a 

rozpadat se z§hy po vytvoŚen². 

Proto jsme se rozhodli sledovat osud vĨchoz²ch l§tek a vznikaj²c²ho anhydridu v ļase. 

Reakce byla prov§dŊna v deuterovan®m IPA a v pravidelnĨch intervalech byly odeb²r§ny 

vzorky (100 Õl) do NMR kyvet a naŚedŊny CDCl3.Tento postup byl preferov§n oproti 

prov§dŊn² s®rie reakc² v NMR kyvet§ch kvŢli snazġ² pŚ²pravŊ vzorkŢ a tak® kvŢli cenŊ 

rozpouġtŊdel (deuterovanĨ IPA je draģġ² neģ deuterovanĨ CDCl3). Reakce byly provedeny 

jak prostĨm zopakov§n²m bŊģnŊ pouģ²van® aktivaļn² reakce (tedy sm²sen²m b§ze, 

benzoylchloridu a karboxylov® kyseliny) tak i postupem, kdy byla do reakce pŚid§v§na 

voda pro zjiġtŊn² jej²ho ¼ļinku na prŢbŊh reakce a stabilitu produktu. 

Nejprve byla provedena aktivaļn² reakce 4-fenylm§seln® kyseliny bez pŚ²davku vody. 

Vzorky z aktivaļn² reakce byly odebr§ny po 5, 10, 15 a 30 minut§ch po startu reakce, 

kterĨm je pŚ²davek benzoylchloridu. Pro n§zornost a snadn® pŚiŚazen² jednotlivĨch sign§lŢ 

jsou na Obr§zku 31 uvedena i spektra obou vĨchoz²ch l§tek. Vlivem vytvoŚen² smŊsn®ho 

anhydridu doch§z² k posunu p²kŢ aromatickĨch vod²kovĨch atomŢ k niģġ²m hodnot§m 

ppm (Obr§zek 31). NejvĨraznŊjġ² je tento posun pro vod²kov® atomy benzoylchloridu, 

kter® jsou nejbl²ģe k substituentu (oznaļeny p²smenem A), protoģe tam je elektronov§ 

hustota v okol² j§dra nejv²ce ovlivnŊna.  
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Obr§zek 31: 
1
H NMR spektra aktivaļn² reakce 4-fenylm§seln® kyseliny mŊŚen® v ļase. 

P²ky s chemickĨm posunem ŭ=8,2 ppm ve spektrech reakļn² smŊsi pravdŊpodobnŊ patŚ² 

vod²kovĨm atomŢm kyseliny benzoov® ļi jej²mu anhydridu. Tato l§tka mŢģe v reakļn² 

smŊsi vznikat reakc² benzoylchloridu a vody pŚ²tomn® v rozpouġtŊdle ļi nepreferovanĨm 

ġtŊpen²m smŊsn®ho anhydridu. IPA nebyl pŚed reakc² vysouġen, protoģe mnoģstv² vody 

v tomto rozpouġtŊdle je mal® a pŚ²padnŊ vznikaj²c² kyselina benzoov§ nekomplikuje dalġ² 

prŢbŊh reakce. Ani v pŚ²padŊ nav§z§n² na HA negativnŊ neovlivŔuje vlastnosti 

pŚipravenĨch deriv§tŢ (napŚ. cytotoxicitu).  

VĨsledky mŊŚen² prŢbŊhu t®to reakce uk§zaly, ģe jiģ po pŊti minut§ch je smŊsnĨ anhydrid 

pravdŊpodobnŊ vytvoŚen a reakļn² smŊs neobsahuje vĨchoz² benzoylchlorid ani volnou 

kyselinu 4-fenylm§selnou a nedoch§z² ani ke zmŊnŊ integr§ln²ch hodnot jednotlivĨch 

sign§lŢ (Obr§zek 31). 

Aktivaļn² reakce 4-fenylm§seln® kyseliny byla provedena i s pŚ²davkem vody. DŢvodem 

bylo to, ģe tvorba smŊsn®ho anhydridu prob²h§ v organick®m rozpouġtŊdle a pot® je tento 

anhydrid pŚid§v§n do roztoku HA, kterĨ je rozpuġtŊn ve smŊsi vody a IPA. MŢģe tedy doj²t 

k pŚedļasn®mu a neģ§douc²mu rozpadu tohoto anhydridu vlivem vĨrazn®ho zvĨġen² 

obsahu vody v reakļn² smŊsi. Proto byl sledov§n osud smŊsn®ho anhydridu 4-fenylm§seln® 
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kyseliny a benzoylchloridu v ļase, kdy po kaģd®m odbŊru (po 0,5; 2,5; 4,5 a 6,5 h) byla 

do reakļn² smŊsi pŚid§na voda (Obr§zek 32). 

Ze spekter nen² zŚejm®, ģe by ani po 6,5 h doch§zelo ke zmŊn§m ve sloģen² smŊsi, tedy 

napŚ²klad k rozpadu smŊsn®ho anhydridu. Dublet pŚi ŭ=8,1 ppm patŚ² pravdŊpodobnŊ 

benzoov® kyselinŊ nebo, a to pravdŊpodobnŊji, anhydridu t®to kyseliny. 

 

Obr§zek 32: 
1
H NMR spektra aktivaļn² reakce 4-fenylm§seln® kyseliny mŊŚen® v ļase 

po pŚ²davc²ch vody. 

Jelikoģ reakce 11-tolylundekanov® kyseliny s HA poskytuj² produkty s n²zkĨm DS, bylo 

ģ§douc² prozkoum§n² aktivace t®to kyseliny, protoģe dŢvodem n²zk®ho DS vĨslednĨch 

deriv§tŢ HA mohl bĨt i probl®m pŚi aktivaļn²m kroku.  

Sledov§n² prŢbŊhu reakce bylo provedeno obdobnŊ jako v pŚedchoz²m pŚ²padŊ. 

Po posledn²m odbŊru (po 1 h) byla reakļn² smŊs nech§na m²chat bez jakĨchkoli z§sahŢ a 

sedmĨ den po startu reakce bylo do reakļn² smŊsi pŚid§no 300 Õl demineralizovan® vody 

za ¼ļelem zjiġtŊn², jakĨm zpŢsobem pŚ²tomnost vody ovlivn² reakci a jej² produkt.  

Podle 
1
H NMR spektra (posuny sign§lŢ a integr§ln² hodnoty) bylo zjiġtŊno, ģe produkt 

(anhydrid) je vytvoŚen jiģ z§hy po startu reakce, a ģe pŚ²tomn§ voda nezpŢsobuje jeho 

rozklad (Obr§zek 33). 



Disertaļn² pr§ce                                                                                       Ing. Alena Matelov§ 

 

78 
 

Tyto vĨsledky potvrzuj² hypot®zu, ģe n²zk® stupnŊ substituce deriv§tŢ z²skanĨch 

modifikaļn² reakc² mezi HA a 11-tolylundekanovou kyselinou, byly pravdŊpodobnŊ 

zapŚ²ļinŊny n²zkou reaktivitou smŊsn®ho anhydridu 11-tolylundekanov® a 

benzoylchloridu.
173 

 I zde bylo moģn® pozorovat p²ky pŚi ŭ=8,1 ppm patŚ²c² pravdŊpodobnŊ anhydridu kyseliny 

benzoov® poch§zej²c² z benzoov® kyseliny a benzoylchloridu. 

 

Obr§zek 33: 
1
H NMR spektra aktivaļn² reakce 11-tolylundekanov® kyseliny. 

Vzhledem k povaze modifikaļn² reakce doch§z² ke ġtŊpen² smŊsn®ho anhydridu nejen 

Ăve prospŊchñ poģadovan®ho modifikaļn²ho ļinidla, ale v mal®m se na HA v§ģe i zbytek 

kyseliny benzoov®. Modifikace HA benzo§tem byla pozorov§na pomoc² 
1
H NMR 

spektroskopie. Sign§ly vod²kŢ benzenov®ho kruhu benzo§tu se nach§z² v oblasti ŭ=7,58ï

8,08 ppm. Typick® spektrum deriv§tu HA modifikovan®ho 4-fenylm§selnou kyselinou je 

na Obr§zku 34. 
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Obr§zek 34: 
1
H NMR spektrum deriv§tu HAï4C. 

PŚipraven® l§tky byly charakterizov§ny pomoc² NMR metod. NejļastŊji byla pouģ²v§na 

1
H NMR spektroskopie. Pro n²zkomolekul§rn² l§tky byla vyuģita tak® 

13
C NMR 

spektroskopie. Pro potvrzen² nav§z§n² modifikaļn²ho ļinidla na HA a pŚiŚazen² 

jednotlivĨch p²kŢ pŚ²sluġnĨm vod²kovĨm atomŢm byly vyuģity 2D NMR techniky (HSQC 

a DOSY) .  

HSQC NMR spektrum deriv§tu HAï6C je na Obr§zku 35. Tato NMR analĨza umoģnila 

pŚesn® pŚiŚazen² jednotlivĨch p²kŢ a potvrzuje vznik poģadovan®ho produktu. 

 

Obr§zek 35: HSQC NMR spektrum deriv§tu HAï6C. 










































































































































