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ABSTRAKT

Nosi¢ové systémy bioaktivnich latek nabyvaji ve zdravotnictvi,
farmaceutickém, ale také kosmetickém, pramyslu stidle vétSitho vyznamu.
Absence informaci o chovani, interakcich a pisobeni nosiCovych systému
nazivé organismy muze znesnadiovat jejich bezpeéné pouziti. Neékteré
nedostatky Ize eliminovat vyuzitim teranostik, coz jsou nosic¢e nejen terapeutik,
ale také latek pro diagnostiku. PredloZzend doktorskd prace je zaméfena
nasyntézu a charakterizaci origindlnich derivati hyaluronanu vhodnych
pro ptipravu nosi¢ovych systémi detekovatelnych optickymi zobrazovacimi
metodami. S ohledem na piedpokladané aplikace v biologickych systémech
a dostupné technické zazemi byla pfipravena série derivati hyaluronanu
modifikovanych fluorescenénimi latkami cypate a nilska modf, absorbujicimi
a emitujicimi zareni v blizké infracervené, v pfipadé¢ druhého jmenovaného
barviva v cervené oblasti. Dalsim typem pfipravovanych latek byly
superparamagnetické nanocastice Zeleza (SPION) obalené kyselinou olejovou,
potencionalné vhodné pro terapii nadoru nebo diagnostiku.

Navazani fluorescencnich latek na polymerni fetézce hyaluronanu umoznilo
detekovat derivaty hyaluronanu aznich pfipravené polymerni micely
Vv biologickych systémech pomoci optickych metod. Pfi in vitro experimentech
byl prokazan vstup nosi¢ovych systému a doru¢ované modelové ucinné latky do
fibroblasti. U hydrofobizovaného hyaluronanu byla také prokdzdna schopnost
dermalni penetrace. V ptipadé in vivo testi na mySich Balb/c s4T1 luc
nadorovymi buiitkami byla pozorovdna efektivni akumulace derivati HA,
respektive nosi¢li, v nddorové tkani. Rovnéz bylo dosazeno protinddorového
ucinku SPION a doxorubicinu enkapsulovanych a doru¢enych polymernimi
micelami.

Z ptedlozené prace je zfejmé, Ze hyaluronan se jevi jako vhodny biopolymer
pro piipravu funkcénich nosiCovych systémui 1éCiv efektivné detekovatelnych

optickymi metodami jak in vitro, tak in vivo.



ABASTRACT

Drug delivery systems have become more important in pharmaceutical,
medical, and even cosmetic industry. However, limited knowledge about their
behavior, interactions and fate in biological systems entail substantial difficulties
within their applications. Above mentioned disadvantages could be overcome
using smart nanocarriers — theranostics, which provide combination of therapy
and diagnosis. This work is focused on synthesis and characterization of original
hyaluronan derivatives suitable for formation of polymeric micelles, which are
detectable using optical imaging. With respect to applications in biological
systems and considering available technical facilities, fluorescent dyes cypate
and nile blue were chosen as contrast agents for hyaluronan labeling. The
second aim of this work was to prepare superparamagnetic iron oxide
nanopraticles (SPION) coated with oleic acid as potential therapeutic
or diagnostic agents.

Fluorescent labeling enabled effective and relatively easy detection of
hyaluronan derivatives, i.e. polymeric micelles, in biological systems. Within in
vitro experiments, it was found that hyaluronan polymeric micelles were able to
enter and deliver loaded drug into fibroblasts. Furthermore, it was observed that
hydrophobized hyaluronan could penetrate the skin. Using non-invasive
preclinical optical imaging, effective tumor accumulation of fluorescently
labeled hyaluronan derivative was detected in BALB/C mice invivo.
Doxorubicin and SPION delivered by hyaluronan polymeric micelles exhibited
anticancer effect.

This work demonstrates the potential of hyaluronan for preparation of drug
delivery systems, which are detectable in biological systems both in vitro and in

Vivo.
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UVOD

Nosi¢ové systémy 1éCiv na bazi polymeri jSOu V soucasnosti rozsahle
studovanou oblasti a jevi se jako velice slibna platforma pro terapii mnoha
zavaznych nemoci, obzvlasté rtiznych typti nadort. Na pocatku 21. stoleti se
v odborné literatuie zaCaly objevovat studie zabyvajici se jednim =z typi
multifunkénich nosi¢ovych systému, tzv. teranostik (z angl. therapy
a diagnosis). Obecné nosicové systémy slouzi k efektivnéjsSimu, cilenému
doruceni 1é¢iv nebo mohou naptiklad zlepSit omezenou rozpustnost 1&Civ ve
vodném prostiedi. Stejné tak je tomu v piipad¢ teranostik, ale jakousi pfidanou
hodnotou tohoto typu nosi¢ovych systému je moznost kombinace terapie
a diagnostiky diky pfitomnosti kontrastni latky. Co se ty¢e mozného vyuziti

teranostik, je do nich vkladan potencial v oblasti perzonalizované mediciny.

Navrh a design UCelového teranostika lze chapat jako multidisciplinarni
problematiku. Pro pfipravu nosice je obecné velmi diilezitd volba materialu, jenz
by se mél vzhledem k pfedpokladané in vivo aplikaci vyznaCovat nizkou
toxicitou, byt neimunogenni nebo by nemél byt zdrojem nebezpecnych
degrada¢nich produkti. V piipadé chemické modifikace vychoziho materialu
prichazi na fadu dale znalosti a dovednosti z oblasti chemickych syntéz a vybér
vhodnych latek pro t¢elnou Gpravu pouzitého materialu. Dilezita je taktéz volba
vhodné diagnostické a terapeutické latky. V neposledni fad€ je nutno zohlednit
rozdily ve stavbé normalni a patologické tkané, poptipadé pritomnost bunéénych

receptord.

Vzhledem k ptirodnimu pavodu, biodegradabilit¢ a také relativn¢ dobré
moznosti chemické modifikace se jako velmi vhodna pro pfipravu nosic¢ovych
systémt jevi kyselina hyaluronova, respektive sodna sul hyaluronan (HA).
V soucasné dobé bylo popsano nékolik derivati HA, vhodnych pro pfipravu

teranostickych nosi¢ovych systému. Pievazna vétSina z téchto popsanych latek
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vSak byla pfipravena modifikaci karboxylové funkce HA, coz byva oznacovano
jako nevyhodné z diivodu ztraty piirozeného polyaniontového charakteru HA
a zejména pii rozpoznavani hyaluronanu bunéénymi receptory. V ramci této
doktorské prace byla tedy na zakladé znalosti z odborné literatury a zvazeni
dostupnosti technického zazemi pripravena série derivati HA bez modifikace
karboxylové skupiny HA. Tyto derivaty poté poslouzily jako zéklad
fluorescencné¢  znaCeného nosiCového systému 1é¢iv  detekovatelného
Vv biologickych systémech pomoci optickych zobrazovacich metod. Dale byly
provedeny pokusy o syntézu superparamagnetickych nanocastic zeleza na

povrchu modifikovanych kyselinou olejovou.

Pro nastinéni problematiky teranostik je v teoretické Casti této disertacni prace
nejprve objasnén vyznam a potencial nosicovych systémi v oblasti doru¢ovani
1&Civ a také jejich nejbéznéjsi morfologie. Vzhledem k zaméteni doktorského
studia se cela tfeti kapitola zabyva kontrastnimi latkami a metodami
vyuzivanymi pro neinvazivni zobrazovani a diagnostiku. Rozsahla kapitola je
vénovana hyaluronanu a v literatufe popsanym zpusobiim modifikace tohoto
polysacharidu. Jako posledni je uvedena literarni reserSe se zvlaStnim dirazem

na fluorescencné znaceny hyaluronan.

V experimentalni ¢asti disertace je popsano piistrojové vybaveni, techniky
méfeni, postupy syntéz a biologického testovani. V navazujici ¢asti jsou
uvedeny a diskutovany vysledky syntéz intermediati i cilovych fluorescencné
znaCenych hydrofobizovanych derivati hyaluronanu, vcetné série derivati
piipravé SPION. Velmi zajimavé jsou potom vysledky z testovani vybranych
derivati hyaluronanu v biologickych systémech in vitro a in vivo (naptiklad

vV mySich s prsnim nadorem).
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V zavéru je zhodnoceno naplnéni cilli, pfinos ziskanych informaci v dané
problematice a perspektivy do budoucna. Piedlozend prace byla vypracovana
Vv laboratofich Ceské farmaceutické firmy Contipro na zakladé jejich pozadavkl

strategickych cila.
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Cile prace

Ptedlozend doktorska prace je zaméfena na syntézu a charakterizaci derivati
hyaluronanu vhodnych zejména pro pfipravu teranostickych nosicovych
systémil. Cast doktorského studia byla vénovéna taktéZ piipravé
Superparamagnetickych nanocastic Zeleza obalenych kyselinou olejovou.
Ve spolupraci s biology byly vybrané latky testovany v biologickych systémech

In vitro a in vivo. Hlavni cile prace lze rozd¢lit do nasledujicich bodu:

e provést literarni a patentovou resersi zndmych derivati HA vyuzitych pro
ptipravu multifunkénich nosicovych systémt — teranostik;

e na zéklad¢ reSerSe navrhnout a ptipravit origindlni fluorescenné znacené
derivaty HA, jejichZ vyroba by mohla byt pod patentovou ochranou;

e syntetizovat derivaty hyaluronanu aplikovatelné pro ptipravu nosi¢ovych
systemil, zeyjména teranostik:

o modifikovat hyaluronan vhodnymi fluorescen¢nimi latkami
za Ucelem detekce derivati v biologickych systémech;

o hydrofobizovat polymerni fetézec hyaluronanu (napiiklad zbytky
mastnych kyselin) pro potieby tvorby polymernich micel
ve vodném prostiedi;

o navazat poly(ethylenglykol) na fetézce HA;

e syntetizovat superparamagnetické nanocastice oxidi Zeleza obalenych
kyselinou olejovou;

e charakterizovat piipravené latky pomoci dostupnych analytickych
a spektralnich metod (NMR, GPC, ESI-MS, FTIR, fluorimetrie, TG, TEM
aj.);

e pfipravit nosiCové systémy — polymerni micely ze syntetizovanych
derivatl hyaluronanu;

e ve spolupraci s biology testovat syntetizované latky, respektive nosi¢ové

systéemy z nich pfipravené (prazdné nebo s enkapsulovanymi aktivnimi
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latkami, naptiklad doxorubicin, SPION) v biologickych systémech
pomoci optickych zobrazovacich metod nasledujicim zplisobem:

o Invitro: vstup nosicovych systémt a modelového léciva do bunék;

o invitro: schopnost dermalni penetrace derivati HA;

o In Vvivo: monitorovani biodistribuce a protinadorového ucinku

derivatd hyaluronanu a nosi¢ovych systémi z nich pfipravenych;

vybrané vysledky védecko-vyzkumné ¢innosti patentovat, publikovat
V mezinarodnich impaktovanych casopisech a prezentovat

na mezinarodnich konferencich.
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TEORETICKA CAST

1 MULTIFUNKCNI NOSICOVE SYSTEMY
A TERANOSTIKA

Léciva jsou vSeobecné chdpana jako latky vpravované do téla za ucelem
terapie nemoci, jeji prevence, 1éCby zranéni nebo feSeni riznych psychickych
obtizi. Schopnost terapeutickych latek dosahnout pozadovaného efektu zavisi na
mnoha okolnostech, jako jsou zpiisob podani 1¢é¢iva, biodistribuce
a mechanismus u¢inku latky v té€le nebo také jejich nasledny metabolismus.t
U nékterych terapeutik miize byt nevyhodou jejich omezena rozpustnost
ve vodném prostiedi, ¢imZ je snizena dostupnost 1€Civ v biologickych tkanich.
Z davodu kratké doby cirkulace podanych nizkomolekuldrnich terapeutickych
latek v krevnim fecisti je také mnohdy nutné jejich opakované davkovani. Velmi
Casto taktéz neni dosazeno dostatecného cileni a akumulace IéCiva
Vv pozadovanych mistech, s ¢imz nékdy souvisi nezddouci systémova toxicita
a vedlejsi ucinky terapie. Priblizné od 70. let 20. stoleti se zacaly v literatufe
objevovat studie, tykajici se nosi¢ovych systémii pro dorucovani 1éciv s cilem
eliminovat nebo pfekonat vyse uvedené problémy pii dorucovani samostatnych
,klasickych 1&¢iv‘.? Pfedmétem z4jmu tohoto védeckého odvétvi je vytvorit
system pro doruCovani 1éCiv, jenz zvySuje rozpustnost 1éCiva a jeho stabilitu
ve fyziologickém prostiedi, dale prodluzuje cirkulaci transportovanych latek
v krevnim feciSti, zvySuje biologickou dostupnost a akumulaci 1€éku v cilovém
organu nebo misté plsobeni, pfipadné zprostiedkovava dlouhodobé ftizené

uvoliiovani 1é¢iva.3*

Za vyznamny pokrok v oblasti nosicovych struktur mize byt povazovana
kombinace terapie a diagnostiky, jez prinesla dal$i generaci nosi¢t tzv.
teranostika (z angl. ,therapy” a ,,diagnosis*). Zminéné multifunkéni nosicové

systémy predstavuji slibny ndstroj pro terapii a zarovenl kontrolu cileni nebo
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monitorovani 1écby v redlném case, dale také moznost vcasné detekce,
lokalizace a zobrazeni cilovych mist (naptiklad nador, zanét) v organismu diky
pfitomnosti diagnostické latky.® Do teranostik je taktéz vkladan velky potencil
v oblasti usnadnéni a realizace perzonalizované¢ mediciny, kdy je nejprve
U pacienta testovana mozna reakce na novou terapii a na zaklad¢ téchto vysledki

je mu specialné pfedepséana individuélni 1é¢ba.®’

1.1 Zakladni typy a morfologie nosic¢a 1é¢iv

Z hlediska morfologie jsou nosi¢ové systémy velmi rozmanitd skupina nano-
a mikrostruktur, tvofenych prevazné organickymi ale i anorganickych materialy.
Ptestoze se jedna strukturné 0 velmi rtiznorodé systémy (Obrazek 1), spolecnym
rysem nosicovych systémt je mozZnost kovalentniho nebo nekovalentniho
navazani 1€Civ a v ptipadé teranostik také kontrastnich latek, jez jsou detailnéji
popsany v kapitole 3. V nékterych ptipadech mohou nosi¢e navic disponovat

ligandem specifickym pro ur¢ity receptor.8

terapeuticka latka

diagnosticka latka

specificky ligand

>

Obrazek 1: Schématické znazornéni teranostickych nosiCovych systémi: nahote
(zleva) polymerni konjugat, dendrimer; polymerni micela, polymerzom; dole (zleva):

liposom, zlatd nanoc¢astice, uhlikata nanotrubka.®

17



1.2 Polymerni konjugaty

Vroce 1975 byl Helmutem Ringsdorfem ptedstaven prvni model
farmakologicky aktivniho polymeru.® Zakladem navrzeného konceptu (Obrazek
2) byly tii hlavni komponenty: a) ,patei nosi¢ového systému — polymer,
zaruCujici hydrofilitu a rozpustnost ve vod¢, b) vazané 1éCivo a C) specificky
ligand, jenZ napomah4 aktivnimu transportu nosi¢e do pozadovaného mista.’? V
ptipadé polymerniho konjugatu ve smyslu teranostika (Obrazek 1) je tento
model doplnén o kontrastni latku (viz kapitola 3).

7 patef nosi¢oveho systému
léCivo

I'4

©
.~ Sspecificky ligand

Obrazek 2: Koncept polymerniho konjugatu.”

Podstatou pfipravy polymernich konjugatti jsou chemické reakce mezi
funk¢énimi skupinami jednotlivych komponent vedouci k vytvotreni kovalentnich
vazeb mezi jednotlivymi slozkami. Na tyto latky mtze byt potom nahlizeno jako

na nové chemické entity, nékdy nazyvané polymerni terapeutika.!112

1.3 Dendrimery

Dendrimery lze oznacit jako unikatni skupinu syntetickych polymernich
nosi¢ovych systémi S dobfe definovatelnou topografickou strukturou, jez
piipomina tvar koruny stromu (z feckého ,,dendro® neboli strom). V idealnim
ptipadé jsou dendrimery dokonalé monodisperzni makromolekuly s pravidelnou
a vysoce vétvenou trojrozmérnou architekturou.!® Typicky dendrimer (Obrazek

3) se sklada ze tii zakladnich ¢asti, a to z multifunkéniho centralniho jadra, na
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které navazuji jednotlivé vétve (v generacich), zakoncené vnéjSimi koncovymi

skupinami.*

jadro i Q&;?}; t’)

generace \_}5'03 &k‘@

5 e, po
vétve - 2}3 y{?%%
terminalni skupiny - 7Y ARITIRS

Obrazek 3: Schematické znazornéni stavby dendrimeru.®

Ptiprava dendrimerti obvykle vyzaduje mnohostupiiovou syntézu, kdy jsou
k zakladni struktufe postupné pfipojovany dalsi opakujici se podjednotky,
organizované ve vrstvach tzv. ,generacich®“. Existuji dva zplisoby pftipravy,
prvni je divergentni, kdy dochazi k naristu dendronti od jadra. Pokud je smér
tvorby konecné struktury opacny, dochazi k narlistu vétvi smérem od periferie
k jadru, jedna se o zpusob konvergertni. Ve srovnani se syntézou nékterych
jinych nosi¢ovych systémii je vyhodou pfipravy dendrimerd moznost vytvaret
monodispersni struktury s kontrolovanou makromolekularni architekturou, které
se vyznacuji piesné definovanou molekulovou hmotnosti a nizkou

polydispersitou. 131

1.4 Polymerni micely

Jedny  znejvice studovanych  subjekti v nanotechnologich  jsou
supramolekularni struktury, jez mohou vznikat agregaci amfifilnich molekul
v diisledku hydrofobnich interakci, ale také elektrostatickych sil, vodikovych

mistki a dal§ich slabych interakci.!”18

Amfifilni, blokové nebo roubované (graftované), kopolymery mohou
agregovat za vzniku struktur tvofenych jadrem a obalem — polymernich micel

schematicky znazornénych na Obrazku 4. Pokud amfifilni latky dosédhnou
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ve vhodném prostiedi, naptiklad ve vodé, urcité kritické tzv. micelarni (nékdy
oznacované agregacni) koncentrace, zanou se spontanné samosekupovat,
piiCemz dochdzi ke zmenSeni mezifazové energie systému a ke tvorbé

agregat(.!®

hydrofobni jadro
hydrofilni obal

Obrazek 4: Stavba polymerni micely.!®

Vétsina polymernich micel pro medicinské aplikace piredstavuje tedy
agregované koloidni struktury s hydrofobnim jadrem a hydrofilnim obalem.?0?!
Jadro polymerni micely mize slouzit jako rezervodr pro ve vod¢ Spatné
rozpustné laky (napiiklad 1éCiva, kontrastni latky), kdy enkapsulace je
Z ptevazné vétSiny zprostredkovana termodynamicky fizenymi hydrofobnimi
interakcemi. Enkapsulace latek mize byt dale provedena na zakladé
elektrostatickych interakci nebo také existuje moznost chelatace ionti kovi
do jadra micely. Naopak svrchni ¢ast — obal predstavuje hydrofilni cast

polymerni micely, zvySujici rozpustnost a stabilitu dan¢ho systému ve vodném

prostfedi.?

Stabilita polymernich micel je velmi dilezita pro klinické pouziti. Kriticka
micelarni koncentrace (cmc) je zakladnim parametrem termodynamické
stability.’® Polymerni micely s nizkou cmc jsou vétSinou charakterizovany vyssi

stabilitou v roztoku, avSak cmc c¢asto neurcuje to, jak budou micely stabilni
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Vv prostiedi krevniho fecist¢ (napiiklad Vv pritomnosti albuminu) a také jejich
rozpad v ¢ase.? Pro ucely medicinskych aplikaci by mély byt polymerni micely,
ale obecné¢ i ostatni typy nosi¢l, Stabilnimi monodisperznimi systémy s
odolnosti vuci rozpadu v pfitomnosti sérovych proteini. Co se tyce
pozadovanych vlastnosti, doposud studované systémy se vyznacuji

nedostate¢nou stabilitou V biologickych systémech in vitro a zejména in vivo.?*

1.5 Polymerzomy

Stejné jako polymerni micely i polymerzomy (Obrazek 5) jsou nosi¢ové
systémy piipravené z amfifilnich polymert, které se na rozdil od polymernich
micel vétsinou sestavaji ze dvou vrstev diblokového kopolymeru typu AB nebo
jedné vrstvy triblokového kopolymeru typu ABA.?® Svou stavbou lze
polymerzomy pfirovnat k duté skotapce, kdy ve vétSiné piipadd je vnéjsi
a vnitini svrchni vrstva hydrofilni, zatimco prostfedni vrstva méa hydrofobni
charakter, coz znamena, ze tyto utvary mohou mit inkorporované hydrofilni
latky (naptiklad 1é¢ivo, kontrastni latka) v jadie nebo lipofilni slouceniny

(naptiklad 1é¢ivo, kontrastni latka) v obalu.?6:?’

ligand g
v _hydrofobni latka
bz
dvouvrstva — " '
hydrofilni ¢ast — ®€ -
o/ /

“
f
hydrofobni &ast {
yorReREas />\ hydrofilni latka
/

Obrazek 5: Struktura polymerzomu a rtizné moznosti integrace hydrofobnich i
hydrofilnich latek.?®
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Vzhledem ke své morfologii a podobnosti s lipozomy, resp. jejich
fosfolipidové dvojvrstvé (viz kapitola 1.6), predstavuji polymerzomy vysoce

slibny nastroj pro napodobeni biologickych membran.?

1.6 Ostatni typy nosici

Pro kompletnost problematiky nosi¢ovych systéml je nutno ve struc¢nosti
zminit nékteré z dalSich vyznamnych typt, jez vSak nemusi byt typicky

pifipravovany z polymerd.

Prvnim znich jsou lipozomy - wuzaviené sférické vezikly, tvofené
fosfolipidovou dvouvrstvou agregujici ve vodném prostiedi. Tento typ
nosi¢ovych systémil byl vilbec poprvé pouzit v klinické praxi.! Dal§imi zastupci
jsou napfiklad nanosféry, nanokapsule,® uhlikaté nanotrubky nebo fullerenys!
aemulze.®? Mezi nosi¢ové systémy patii také riizné anorganické &astice, jako
jsou zlaté nanonéastice (Obrazek 1), kvantové tecky (viz kapitola 3.2.5) nebo
superparamagnetické nanocastice zeleza, jez budou stru¢né popsany v kapitole

3.4.2.

2 CILENI

Vzhledem k vysoké spoleCenské zavaznosti nadorovych onemocnéni je
pfiprava vySe popsanych nosiCovych systémi velmi casto zaméfena na
dorucovani kancerostatik (naptiklad doxorubicin, paklitaxel). Jak jiz bylo
zminéno, vSeobecnym problémem téchto malych organickych molekul je jejich
nedostatecné dlouhd cirkulace v krevnim fecCiSti a nizkd akumulace v cilové
tkani, s ¢imz dale souvisi vysoké davky téchto cytotoxickych latek nutné pro
dosazeni terapeutického efektu, avSak také Ccasto nezadoucich vedlejsich
U¢ink®.? V oblasti nosi¢ovych systémi 1é¢iv byly vytvoreny dvé zakladni teorie
a strategie pro cilené dorucovani 1éCiv, tzv. ,aktivni* a ,,pasivni* cileni, jejichz

zékladni rysy budou popsany v nasledujicich kapitolach.
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2.1 Pasivni cileni

Odlisnosti ve struktute a fyziologii patologickych tkani (napiiklad nadorové
nebo zanétlivé) hraji vyznamnou roli ve strategii dorucovani a cileni 1éCiv.
Kupftikladu nddorova tkan se obecné 1iSi od normalni zdravé tkané v latkovém
slozeni extracelularni matrix, stavbé cév, vyskytem bunc¢k s abnormalnim
fenotypem (napiiklad specifické makrofagy) nebo bunc¢k exprimujicich

ve vétsim mnozstvi urdité receptory.3

Mikroprostiedi patologické tkané se vyznacuje piedevSim fenestrovanym
endotelem a mnohem vétsi prostupnosti cévniho systému nadorové tkané
pro rozmérné molekuly nebo ¢astice. Soucasné se vyskytujici nedostatecny nebo
Casto 1 uplné chybgjici odtok lymfy pak zpusobuje retenci a hromadéni
vysokomolekularnich latek v nadorové tkani (Obrazek 6). Tato abnormalita,
oznacovana jako efekt zvySené permeability a retence (EPR efekt), byla poprvé
popsana v 80. letech 20. stoleti kolektivem autord Matsumura a Maeda.®
Naproti tomu, nizkomolekularni latky relativné volné difunduji do nadorove
tkang, ale ovSem také zpét do krevniho fecCiSté, coz znamena, Ze se sice do
cilového mista dostanou, avSak akumulace zde neni dostatecna. Pfi navrhu
nosiCovych systémti je vyuzivano zejména toho, ze EPR efekt je dosti
univerzalni pro mnoho nadort a zvySuje akumulaci nosi¢ovych systémti, avSak
ne vice nez s dvacetinasobnou selektivitou oproti normalni tkani. Timto
zpusobem dochazi k cileni do intersticialniho prostoru tkan¢, nikoliv dovnitt

bunék, tudiZ je doporudeno pasivni cileni kombinovat s aktivnim cilenim.3:37

2.2 Aktivni cileni

Nadorové buniky na svém povrchu velmi Casto ve véEtSi mife exprimuji
specifické receptory pro urcité ligandy nebo antigeny (Obrazek 6). Pokud je
K nosi¢ovému systému navazan vhodny ligand (napiiklad RDG peptid,
)3

protilatky, kyselina listovd a jin€)* komplementarni k danému receptoru
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na povrchu buiiky, miize dojit ke specifické interakci a zachyceni nosice
1é¢iva nadorovou bunkou, nasledné akumulaci a nejlépe také Kk receptorové
zprostiedkované endocytdze.®® Agkoliv potencidlni vyhoda aktivniho cileni je
ziejma, tato metoda se doposud zcela neosvédcila v praxi. To je jeden

z dlivodd, pro¢ je zatim stale preferovano pasivni cileni.140

nadorova burika

¢ ',.“ +— ligand

— receptor

<«— |ymfaticka drenaz

Obrazek 6: Schématické znazornéni pasivniho a aktivniho cileni nosict do
nadorové tkang.

3 METODY A KONTRASTNI LATKY POUZIVANE
PRO ZOBRAZOVANI

Jak jiz bylo viUvodu zminéno, teranostick¢ nosiCové systémy jsou
charakteristické pritomnosti diagnostickych nebo kontrastnich latek, jez, stejné
jako lé¢iva, mohou byt vazany k matrici nosi¢e chemickou vazbou, ale také
pouze fyzikdlnimi interakcemi. Vyuziti kontrastnich latek je vyznamnym
nastrojem pro vyzkumné Ucely, ale také v klinické praxi pro anatomické,

morfologické 1 molekularni zobrazovani a diagnostiku.

Mezi nejznaméjsi techniky pro neinvazivni vizualizaci patfi nuklearni

magnetickd resonance (MRI), rentgenova radiografie a pocitacovd tomografie
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(CT), ale také optické metody, jako jsou fluorescence a bioluminiscence. Velmi
vyuzivané, zejména v klinické praxi, jsou dale techniky zaloZené na sledovani
aktivity radionuklidd - pozitronova emisni tomografie (PET) nebo
jednofotonova emisni pocitatova tomografie (SPECT).***® Vybrané zobrazovaci

metody budou struéné komentovany v nasledujicich podkapitolach.

3.1 Fluorescenc¢ni zobrazovani

Fluorescen¢ni zobrazovani se jevi jako slibna metoda pro neinvazivni
zobrazovani, pfedevsSim diky jeji relativné vysoké citlivosti, specifité a zisku
obrazu v realném case. Vyhodou fluorescencniho zobrazovani jsou také
pomérn¢ nizké ndklady, nenaro¢nost, neinvazivhost ana rozdil od PET
a SPECT také absence potencidlné nebezpeného ionizujicitho zafeni.**
Vzhledem k nedostatecné hloubce penetrace excita¢niho i emitovaného zafeni
tkdnémi a nutnosti zisku komplexnich informaci je vhodné optické zobrazovani

kombinovat s ostatnimi metodami, jako jsou PET, SPECT nebo MRI.*

Pti vybéru vhodné latky pro optické zobrazovani se musi brat v tivahu
absorpce arozptyl svétla okolnimi tkanémi, nezadouci autofluorescence
endogennich fluorofortia stim souvisejici vhodnd vlnova délka excita¢niho
a emisniho zafeni, resp. také Stokestiv posun u chromoforu, jeho jas, bio-

a fotostabilita ale také farmakokinetické vlastnosti a biokompatibilita.*®

Co se tyCe vlnové délky, v ptipadé¢ pouziti excitatniho zafeni z modré
a zelené oblasti viditelného zafeni nedochazi vétSinou k dostateCné penetraci
tohoto zareni do tkani, excitaci fluoroforu a nasledné emisi fotond. Z téchto
divodi byva zafeni o kratsich vinovych délkach vyuzivano pouze pro
vizualizaci povrchovych struktur. Pro invivo diagnostiku nejsou také pfilis
vhodné latky excitovatelné Zlutym nebo ¢ervenym zéatfenim (o vinovych délkach
kratSich nez 650 nm). Vzhledem k absorpci tohoto zafeni pfirozené se

vyskytujicimi endogennimi fluorofory (kuptikladu hemoglobinem) dochézi ke
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vzniku nezadouci autofluorescence a stim souvisejiciho nizkého kontrastu
fluoroforu vacéi okolnim tkanim. S ohledem na existenci tzv. absorp¢éniho i
optického* okna**#’, to jest oblast zafeni charakteristické vlnovymi délkami
v rozmezi 650-900 nm, kde nedochazi k vyznamné absorpci aemisi zareni
endogennimi fluorofory (Obrazek 7), jsou pro neinvazivni in vivo diagnostiku
preferovany fluorescencni latky absorbujici a emitujici zafeni v blizké
infracervené oblasti (NIR). Mezi NIR fluorofory patii latky organického

i anorganického ptivodu.*®
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Obrazek 7: Extinkéni koeficient vody, oxy- (HbO2) a deoxyhemoglobinu (Hb)
Vv oblasti vlnovych délek viditelného a blizkého infracerveného zateni

(Servené vyznadena plocha odpovida tzv. ,,absorpénimu oknu*).#?

3.2 Organické syntetické fluorofory vhodné pro neinvazivni
diagnostiku
Organické syntetické fluorofory predstavuji rozsahlou skupinu mnoha velmi
strukturné rozmanitych latek, pfiCemz pro pouziti v humanni mediciné je
organizaci U.S. Food and Drug Administration schvaleno pouze nékolik

vybranych  fluorescencénich  latek —  indocyaninova zelen (ICG)
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nebo methylenova modi a fluorescein, ktery vsak nespada do kategorie NIR

fluorescen¢nich latek.42°0

3.2.1 Polymethinova cyaninova barviva

Jako prvni ze zastupci organickych latek budou v této podkapitole zminéna
cyaninova barviva, jez lze definovat jako nizkomolekularni slouceniny tvorené
aromatickymi a heterocyklickymi dusikatymi cykly spojenymi methinovym
mistkem. Monomethinové a trimethinové cynaniny jsou charakteristické
absorpci a emisi zatfeni 0 vinovych délkach v rozmezi 400-500 nm. Prodlouzeni
polymethineového fetézce dale o jednu jednotku vinylenu zpuasobuje
bathochromni posun okolo 100 nm, pfi¢emz pentamethinové derivaty (naptiklad
Cyb5, Cyb.5; Obrazek 8) dosahuji absorpce a emise zafeni uz v blizké
infraCervené oblasti. Latky z heptamethinové fady napiiklad Cy7, cypate
(Obrazek 8) nebo ICG (Obrazek 8) potom absorbuji a emituji zafeni s vinovymi
délkami az okolo 800 nm. Penta a heptamethinové cyaninové derivaty byvaji

fazeny mezi NIR fluorescen¢ni barviva a obecné se vyznacuji relativné vysokym

absorpénim molarnim koeficientem a dobrym kvantovym vyt&ézkem.>1>2
Sty 8 8
j
cr NSy
/
0] cr
OH o}
Cy5 Cy5.5 OH

cypate Cy7

Obrazek 8: Vyznamné penta- a heptamethinové cyaninové derivaty.
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Na zacatku této podkapitoly bylo uvedeno, ze v souCasné dobé je z vyse
komentované skupiny latek povolena v humanni mediciné indocyaninova zelen
(Obrazek 9). ICG byla kuptikladu uspésné pouzita pro neinvazivni diagnostiku
karcinomu prsu Vv lidském t&le.>® Piestoze je tedy ICG schvalena pro klinické
pouziti a prokazatelné efektivni jako diagnosticka latka, nevyhodou muize byt
vazba k plasmatickym proteinim®* (napiiklad albuminu), rychlé odstranéni ICG

Z krevniho ob&hu®* nebo mirna cytotoxicita.>

N+’////N

"

0,8 SO;Na

Obrazek 9: Indocyaninova zelen.

3.2.2 Ftalocyaniny

Ftalocyaniny se svou strukturou tadi mezi heteromakrocyklické slouceniny.
Zakladni skelet téchto latek tvofi pyrrolové podjednotky (Obrazek 10), jez
mohou byt déale rizné¢ modifikovany nebo tvofit koordinacni slouceniny
snékterymi ionty kovi (napiiklad Cu?*, Co?, Zn?"). Ftalocyaniny jsou
charakteristické rozsahlym konjugovanym m-elektronovym systémem, s ¢imz

souvisi schopnost intenzivni absorpce a emise elektromagnetického zateni taktéz

v NIR oblasti.>?°¢

OBu BuO

Obréazek 10: Zastupce ftalocyaninu vhodného pro in vivo neinvazivni zobrazovani.>’
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Krom¢ funkce diagnostickych latek jsou cyaninové derivaty a zejména
ftalocyaniny vV literatufe popisovany rovnéz v souvislosti s fotodynamickou
terapii. Zminéné fluorescencni latky jsou po expozici vhodnym excitaénim

zé4fenim schopné generovat pro buiiky vysoce cytotoxicky sigletovy kyslik.%8°

3.2.3 BODIPY

Dalsi ze skupiny organickych fluoroforii jsou tzv. BODIPY — slouceniny,
jejichz  zakladni strukturu tvoii 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen,

uvedeny na Obrazku 11.52

Obrazek 11: Zakladni struktura BODIPY

Jedny zprvnich pfipravenych derivatt BODIPY nebyly z hlediska
neinvazivni diagnostiky vlastnosti pfilis vyhodné, jelikoz vétSina z téchto latek
emitovala zafeni o vlnovych délkach kratsich nez 600 nm.%® Pfi dalsim vyvoji
uvedenych latek bylo vyuzito skuteCnosti, Ze uz 1 mald zména ve struktuie
BODIPY umoziiuje upravit jejich fluorescen¢ni charakteristiku a v poslednich
letech se podafilo pfipravit slouceniny, jejichz emisni spektrum je posunuto
k blizké infradervené oblasti (Obrazek 12).%*

Obrazek 12: Derivat BODIPY emitujici zaieni v NIR oblasti.>
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3.2.4 Squarainové derivaty

Jako posledni ptiklad syntetickych organickych fluoroforii jsou uvedeny
derivaty odvozené od squarinu (Obrazek 13), jejichz molekuly obsahuji
oxocyklobutenolatové jadro, 1,3-disubstituované aromatickym nebo
heterocyklickym kruhem.®? Zminéné fluorescenéni latky se vyznaduji velmi
intenzivnimi absorpénimi & emisnimi pasy s vysokym molarnim absorpénim
koeficientem. Ackoliv nejsou tak frekventované vyuzivany pro in vivo studie
jako cyaniny, byvaji oznacovany jako potencialné slibné latky pro neinvazivni

diagnostiku.>?

o
NaO3S(HQC)3 /(CH2)3803N3
A g
HOOC(HZC)5><N O o Q N><(CH2)5COOH
NaO3S(H,Cls ™ (CH5)3S03Na

Obrazek 13: Derivat squarinu absorbujici a emitujici zafeni v NIR oblasti.>?

3.2.5 Anorganické fluorescenéni nanocastice

Druhym typem materialu, vyuzivanym pro fluorescencni zobrazovani, jsou
anorganické slouceniny a z nich pfipravené nanocastice. Vyznamnymi zastupci
jsou kvantové tecky (QD), charakterizované jako polovodivé nanokrystaly
0 primémém rozméru n&kolik jednotek nanometrd (1-8 nm).*®* Zakladni
struktura kvantovych tecek je tvofena dvéma typy polovodiCovych materiali,
kdy jeden znich formuje jadro, na némz je naneseno nékolik vrstev jiného
polovodice — obal. Mezi latky, které tvoii QD patii naptiklad CdSe, CdTe, CdS,

ZnS a dale také méné toxické materialy jako jsou InP a ZnS.5364

Kvantové tecky jsou charakteristické vysokou absorpci zafeni, Uzkymi
emisnimi pasy a odolnosti viici ztraté fluorescence. Na rozdil od organickych

fluoroforii nejsou excitatni a emisni spektra zavisld pouze na chemickém
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slozeni, ale také na rozméru kvantovych tecek (Obrazek 14). Zajimavosti také
je, ze tyto Castice mohou byt excitovany jednou vinovou délkou a emitovat
zafeni o riznych vlnovych délkach, pficemz Stokesiiv posun miize byt az stovky

nanometru.%®

2nm 3nm 4 nm 5nm

modra

zelena Sluta
auia oranzova " y
c¢ervena

Obrazek 14:Vliv rozméru kvantovych teek na emisi V uvedené oblasti viditelného
v 165
zareni.

Kvantové tecky byvaji, stejné¢ jako organické fluorofory, pouzivany pro
fluorescencni  znaceni  riznych  molekul nebo  polymert.  AvSak
z farmakokinetického hlediska se nékdy jevi jako nevyhoda nejen jejich
velikost, primérné dosahujici jednotek az desitek nm, ale také obsah toxickych

prvkd, jako jsou napiiklad Cd, Pb, Hg.%6:67

3.3 Bioluminiscen¢ni zobrazeni

V oblasti optickych diagnostickych metod, zejména ve vyzkumnych
laboratofich, je vyuzivano taktéz zobrazovani za vyuziti bioluminiscence. Tato
metoda je zalozena na ATP a O, zavislé enzymatické preméné luciferinu
na oxyluciferin enzymem luciferdzou, nachézejici se uvnitt Zivych bunck.
Vysledkem reakce jsou vyzafené fotony, jez mohou byt pfi in vivo aplikacich
detekovany specialni kamerou, pfiCemz je umoZznéna naptiklad kvantitativni

diagnostika nadoru nebo monitoring efektivnosti terapie.%®
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3.4 Zobrazovani magnetickou rezonanci

Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) se fadi mezi neioniza¢ni techniky
a je zaloZeno na rozdilu v longitudidlnich T1 (podélna relaxace, spin-miizka
relaxace) a transverzalnich T2 (pfi¢na relaxace, spin-spin relaxace) relaxacnich
casech protonil vody v rtiznych tkanich. V zévislosti na typu ovlivnéné relaxace,
respektive poskytovaného kontrastu v klinické praxi, lze rozliSovat T1 a T2

diagnostické latky.

3.4.1 T1 diagnostické latky

Mezi T1 kontrastni latky patii paramagnetické kovové prvky ze skupiny
lanthanoidli a jejich chelatové komplexy. Zminéné latky ovliviuji, obvykle
zvysuji, podélné (T1) relaxacni doby protonit vody, ¢imz je dosazeno zisku
pozitivniho kontrastu. Vzhledem k tomu, Ze samotné klinicky pouzitelné chelaty
Gd-DTPA nebo Gd-DOTA a jejich derivaty maji velmi kratky reten¢ni cas
vV krevnim obé&hu a nelze pomoci nich efektivné rozlisit nemocnou od zdravé
tkané, byvaji tyto latky vétSinou vazany K riznym nosi¢ovym systémim za
t¢elem eliminace uvedenych nezadoucich farmakokinetickych vlastnosti.®
Trebaze se jevi tento typ kontrastnich latek v preklinickych studiich jako velmi
vhodny pro zobrazovani nadorovych tkani, klinické pouziti je limitovano
potencionalni toxicitou. Pfikladem mohou byt ionty gadolinia, jeZz mohou

zpusobit poskozeni ledvin a zhorSeni renalni funkce.”®

3.4.2 T2 diagnostické latky

Na rozdil o vySe uveden¢ho, T2 kontrastni latky zkracuji pfi¢né relaxacni
Casy protont vody, pfi¢emz je dosazeno negativniho kontrastu v obrazu. Mezi
vyznamné zastupce patii superparamagnetické nanocastice oxidi Zeleza
(SPION). Jak jiz nazev napovida, SPION maji jadro tvofeno oxidy zeleza —
Fes0,4 a y-Fe,03.™
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Magnetické nanocastice lze vétSinou syntetizovat pomoci né€kolik metod, jako
je tepelny rozklad — dekompozice organického prekurzoru obsahujiciho zelezo
(napiiklad oleatu Zelezittho ve vysoko vroucim rozpoustédle),’> dale
koprecipitaci,”® mikroemulznimi technikami’® nebo hydroterméalni syntézou™.
Obecné je cilem vSech typl syntéz zisk produktu monodisperzniho charakteru
(. s tzkou distribuci velikosti ¢astic) a to nejlépe tak, ze volbou reakcnich
podminek je fizena velikost a morfologie ¢astic. Vzhledem k naplni doktorského

studia je SPION vénovano v disertacni praci vice prostoru.

Pro aplikace v mediciné byva velmi ¢asta modifikace nebo funkcionalizace
povrchu SPION'™"" (napiiklad hyaluronanem’’, kyselinou olejovou®,
poly(ethylenglykolem)®, poly(vinylalkoholem)® a jiné.). Diivodem je napiiklad
zabranéni reakce nanocastic oxidl Zeleza s krevni plasmou nebo omezeni

agregace SPION, vylepseni koloidni stability a aktivniho cileni

Jak jiz bylo zminéno, SPION mohou byt pouzity jako kontrastni latky pro
zobrazovani magnetickou resonanci. Co se tyCe dalSich medicinskych aplikaci,
bylo zjisténo, ze SPION mohou pozitivné¢ ovlivnit terapii rakoviny jako
hypertermickd cinidla, kdy je lokaln€ ale i systémové vyuZzivana teplota
v rozmezi 4245 °C, indukovana plisobenim externiho stfidavého magnetického
pole na SPION.® Ngktefi autoii uvadéji, ze magnetické nanodastice mohou
fungovat také jako imunoterapeutika v pfipadé autoimunitnich onemocnéni.®*
Ve studii Smejkalové®®  bylo dale zjisténo, e SPION inkorporované
Vv polymernich micelach vykazuji cytotoxickou aktivitu vii¢i nddorovym bunkam
HT-29. Prestoze jsou SPION piisuzovany terapeutické ucinky, tyto magnetické
nano¢astice mohou samy o sobé& slouzit jako nosice 16¢iv.2® V piipadé aplikace
SPION je potencionalni vyhodou vyuziti magnetickych vlastnosti pro jejich
cilené doru¢ovani a kontrolovanou akumulaci ptsobenim externiho

magnetického pole.?’
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Obecné technika MRI nabizi vysoké prostorové a ¢asové rozliSeni, stejné€ jako
vyhodnou kombinaci anatomického a molekuldrniho zobrazeni, pii¢emz lze
ziskat tfidimenzionalni obraz mékkych tkani s vysokym kontrastem.! V soucasné
dobé existuje jiz mnoho registrovanych komeréné dostupnych diagnostickych
latek pro MRI. Mezi vybrané zastupce patii kuptikladu Magnevist®
a Omniscan® (T1 kontrastni latky), dale Resovist® nebo Sinerem® (T2
kontrastni latky).%8

3.4.3 Zobrazovani pomoci radionuklidi

Jako posledni moznost neinvazivniho zobrazovani v pifipad¢ teranostik budou
Vtéto Casti  struéné komentovany radionuklidové metody, zahrnujici
jednofotonovou emisni pocitacovou tomografii (SPECT) a pozitronovou emisni
tomografii (PET). Jedna se techniky s vysokou citlivosti, vyuzivané pro funkéni
vySetfovani (napiiklad farmakologické, biologickée), ale také se vyznacujici
dostatecnou citlivosti pro poteby vizualizace napiiklad interakci mezi ligandem

a receptorem.8®

Pti pouziti téchto metod je nutno brat v uvahu, ze jako kontrastni latky jsou
pouzivany radioaktivni nuklidy. V ptipadé PET jsou to izotopy prvku,
nachézejici se v zivém organismu, kupfikladu C, ¥N, *O nebo velmi &asto
BE % Pro SPECT se pouzivaji izotopy prvka t&zsich kovi, jako jsou **™Tc,
1231 1251 nebo '!In.%! Radioizotopy se vyznacuji kratkymi polocasy rozpadu
a vystavuji pacienta i1 obsluhu pfistroje 1onizujici radiaci. Zminéné diagnosticke
metody a latky jsou navic regulovany mnoha ptisnymi bezpecnostnimi piedpisy,
jez také omezuji jejich opakované pouziti.*? Pfi volb& zobrazovaci metody je
také nutno brat v avahu né¢kdy omezenou dostupnost téchto velmi pokrocilych

technologii a jejich vysokou cenu (zejména PET).
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3.5 Kombinace zobrazovacich metod

Tiebaze se jedna ve vSech vySe zminénych piipadech o relativné velmi
sofistikované a vyspélé techniky, zadna z dostupnych metod pro in vivo
diagnostiku neni ideadlni a dostacujici k ziskani vSech potifebnych informaci
Vv prostoru a ¢ase. Kombinace nékterych zobrazovacich metod mohou nabidnout
synergické vyhody, avSak navrh konkrétni kombinace zavisi pfedevSim na cili

studie.??

4 Hyaluronan

(4

Volba vhodného materialu ptedstavuje Casto nejdilezitéjsi krok pro navrh
nosi¢ového systéemu v zavislosti na jeho aplikaci. Pokud se zaméfime na
polymerni latky, pro pfipravu nosi¢ovych systémil byvaji vyuZzivany polymery
ptirodniho ptivodu (napiiklad dextran, chitosan, kyselina hyaluronova, kolagen),
ale také biodegradabilni (napiiklad poly(laktat), poly(kaprolakton))
I nebiodegradabilni syntetické polymery (napiiklad poly(ethylenglykol) PEG,
poly(vinylpyrrolidon)).®® Dilezité jsou nejen chemicko-fyzikalni vlastnosti
daného polymeru, ale také wvysledky specifickych preklinickych testd,
prokazujicich bezpeCnost materiali, které by mély byt netoxické
a neimunogenni. At uz se jednd o syntetické, ¢i modifikované ptirodni
polymery, ve vSech pifipadech je nutno zvazit vSechna rizika pouziti, zejména
potom nejistotu v bezpecnosti jejich degradaénich produkti. Vzhledem k tomu,
ze degradace ma cCasto za nasledek Stépeni na fragmenty o rtizné velikosti, je
pomé&rné narocné urcit toxicitu experimentalné. V idealnim pripadé¢, by se mély
polymery rozkladat na fragmenty, které jsou netoxické a dostate¢né malé pro
jejich piirozené odbourani v téle.:%

Jak jiZ bylo zminéno, pro pfipravu nosi¢ovych systému lze vyuzit pfirodni

polymery, mezi néZ nesporné patii kyselina hyaluronova, jez se se sestdva z
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kyseliny  D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu spojenych  (1—3)
glykosidickou vazbou, ptficemz opakujici se disacharidové jednotky jsou spojené
B(1—4) glykosidickou vazbou. Je vSak nutno zminit, Ze spiSe nez ve formé
kyseliny se tento biopolymer vyskytuje, zejména ve fyziologickém prostiedi,
prevazné ve formé své soli, oznaCované jako hyaluronat nebo hylauronan (HA,

Obrazek 15) napiiklad sodny, draselny apod.®>%

Obrazek 15: Strukturni vzorec hyaluronanu.

U obratloveli se HA vyskytuje prakticky ve vSech organech, télnich
tekutinach a extracelularni matrix mékkych pojivovych tkani. Lidské télo
obsahuje prumérné az 15 g HA, pficemz hladina hyaluronanu béhem dne kolisa
a uvadi se, Ze aZz polovina mnozstvi se obnovuje kazdy den.®” Ve vétsi mite se
HA nachazi v kiazi, a to epidermis i dermis (piiblizn¢ tfetina z celkového

mnozstvi), sklivci, nebo synovidlni tekuting kloubt obratlovei.?

Vzhledem Kk vysoké molekulové hmotnosti a zna¢né kapacité pro zadrzovani
vody je primarni vyznam této makromolekuly hydrata¢ni a strukturalni.
V lidském organismu ma HA nékolik podstatnych funkci. Je nepostradatelnou
soucasti extracelularni matrix, kde slouzi jako ,,patei* pro distribuci a organizaci
dulezitych komponentt jako jsou napiiklad proteoglykany, fibrin, fibronektin,
kolagen, elastin. Podili se mimo jiné také na bunécné signalizaci, proliferaci,
diferenciaci, migraci a adhezi bunék. Bylo popsano, ze fragmenty HA s vysokou
molekulovou hmotnosti maji anti-angionegezni a proti zanétlivé vlastnosti,
naopak fragmenty HA o0 niz$i molekulové hmotnosti (<100 000 g-mol™?) se
vyznacuji zcela opacnou biologickou aktivitu, jsou stimulatory imunity,

zéan&tlivych reakei a angiogeneze. 3%
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Pro vyuziti v kosmetickych nebo farmaceutickych aplikacich byl hyaluronan
nejprve izolovan ze sklivce skotu, pozd¢ji z kohoutich hitebinki a pupecéni Sndry.
Pokrocilejsi biotechnologie vedly k vyvoji geneticky modifikovanych bakterii
produkujicich HA ve vysokém vytézku. V primyslovém métitku se HA ziskava
Cinnosti  napfiklad  mikroorganismt ~ z kmene  Streptcooccus  nebo

rekombinantniho Bacillus subtilis.®

Diky pfirozené biokompatibilité, biodegradabilité, vstiebatelnosti nebo mozné
chemické funkcionalizaci predstavuje HA jeden z nejatraktivnéjSich polymert
pro tvorbu modernich biomateridld vyuzitelnych ve farmaceutickych C¢i
medicinskych odvétvich.® Vzhledem k unikatnim vlastnostem nasel HA mnoho
vyuziti ve zdravotnictvi, kdy jsou naptiklad injekéné kompenzovany ztraty HA
Vv diisledku starnuti, nemoci a chirurgickych zasahi. Hyaluronan se dale vyuziva
pro dermalni vyplné ¢i jako soucéast o¢nich chirurgickych pomicek, pricemz
byva diky biokompatibilit¢ HA vyvolavana minimalni reakce na cizi téleso.
Byla popsana taktéz podptrna funkce HA pfi hojeni ran, terapii nador a mnoho

dal3ich aplikaci.*®

4.1 Chemické modifikace hylauronanu

Samotny polymerni fetézec hyaluronanu neni pro piipravu nosiCovych
systémi zcela vhodny a pro dosazeni pozadovanych vlastnosti je Ccasto
provadéna jeho chemicka modifikace. Ze struktury HA je zfejmé, ze primarné
lze chemickou modifikaci provést na dvou typech funkénich skupin —
karboxylovych a hydroxylovych. Sekundarné je mozno pfipravit funkcni
aminoskupinu deacetylaci N-acetylu nebo naptiklad také oxoskupinu selektivni
oxidaci C6—OH. Vétsina chemickych modifikaci probih4 ve vodném prostiedi.
V piipadé velmi hydrofobniho substituentu nebo nebezpeci hydrolyzy, kdy je
nutno pouzit organicka rozpoustédla jako jsou DMSO nebo DMF, je rozpustnost

HA vtéchto aprotickych polarnich rozpoustédlech zajisténa konverzi
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hyaluronanu sodného, popi. draselného do H* protonované formy (kyseliny
hyaluronové) nebo konverzi na tetrabutylamoniovou sal (TBA).10010!
V nasledujicich kapitoldch je uveden piehled d¢inidel, které se vyuZzivaji
k modifikaci nebo navazani pozadovaného substituentu na HA a K piipraveé

sekundarnich funk¢nich skupin na fetézci tohoto polysacharidu.

4.1.1 Modifikace karboxylové funkéni skupiny

Priprava amidu

Reakce karboxylové skupiny s aminoskupinou za ptfitomnosti karbodiimida
ve vodném prostiedi je jednou znejpouzivangjSich metod modifikace
hyaluronanu.!? Nejb&znéjsim ¢inidlem z fady karbodiimidd je N-ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC), ktery byl poprvé
Usp&sné pouzit pro modifikaci HA v 70. letech 20. stoleti,'®® pfi¢emz reakéni
mechanismus byl detailng studovan az piiblizné o 20 let pozdgji.'® Jako
nevyhody vyuziti EDC pro modifikaci HA mohou byt chapany vysoka citlivost
reakce vuci pH (je vyzadovano slabé kyselé prostifedi) a také mozny vznik
nezadouciho nereaktivniho derivatu mocoviny (Schéma 1). Vyvojem dané
metody syntézy bylo zjisténo, ze formaci nereaktivniho derivatu mocoviny je
mozno  ecliminovat  pfidanim  N-hydroxysukcinimidu  (NHS)  nebo

1-hydroxybenzotriazolu (HOBt) (Schéma 2).1%

Schéma 1
H+
H+ \N/
~
N cl
Cl 0
HA*E\
Cl N
O T g o N
HA” oY N HA” ~07 N7 ™ H,N-R
H 0
EDC HA)LHR

Y =H", Na*, TBA*
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Schéma 2

o OH HA™ ~O-N
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MozZnosti amidace bez nutnosti specialni upravy pH vodného prostiedi byla

196 jenz pouzil pro aktivaci karboxylové

zkoumana kolektivem autora D’ Este,
skupiny HA  4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-methylmorfolinium-
chlorid (DMTMM, Schéma 3). Bylo popsano, ze reakci DMTMM
s karboxylovou skupinou HA dochazi k uvolnéni N-methylmorfolinu a ke
vzniku tzv. HA-aktivniho esteru, ktery dale velmi ochotné reaguje s vhodnou

aminoskupinou za vzniku amidické vazby.

Schéma 3
0 00— 0 0— o)
— ; N=( H,N-R
HA)LOY + 0 N N HA)J\Q{\_< - . r-m\)kN’R
/N4 _< H
Cl o—
DMTMM "HA-aktivni ester"

Y =H*, Na*, TBA*

Jiny zplisob aktivace karboxylové skupiny spociva v reakci HA karboxylové
skupiny s N, N’-karbonyldiimidazolem  (CDI) v aprotickém  polarnim
rozpoustédlem, jez muze byt v piitomnosti vhodného aminu ndasledovana
vznikem amidu (Schéma 4). Jedna se o velmi elegantni metodu, nevyzadujici
pridavky dalSich reaktant. RovnéZz v tomto piipadé¢ nevznikaji nezddouci

toxické slouceniny. Jedinymi doprovodnymi produkty jsou imidazol a CO,.1%
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jsou reakce za vzniku esterové vazby. Bylo popsano nékolik reakci, kdy

dale tosylati (Schéma 5b),!%° derivatu diazomethanu (Schéma 5¢)!° nebo

Schéma 4
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CD

Y =H", Na*, TBA*

Priprava esteru

Druhym c¢asto pouzivanym zpusobem modifikace karboxylové skupiny HA

oxirandl (Schéma 5d).
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4.1.2 Modifikace hydroxylovych skupin

Dosud neni zcela jasné, které zhydroxylovych skupin pfitomnych
na sacharidovych jednotkdch HA podléhaji modifikaCnim reakcim. AvSak
ze sterického hlediska Ize usuzovat, Ze nachylnéjsi Kk reakcim je nejspise
primarni hydroxylové skupina na C6 N-acetylglukosaminu oproti v§em ostatnim

sekundarnim OH skupindm.®9®
Priprava esteru

Mezi vyznamné modifikace hydroxylovych skupin patfi zejména jejich
esterifikace. Kolektiv autora Teemmeraas!!? patentoval v roce 2007 piipravu
estert HA za pomoci alkylsukcinanhydridii, schematicky znazornéné na
Schématu 6a. Formace esterli byla popsédna také za pouziti acylchloridii (Schéma
6b).113 Jako posledni piiklad piipravy estert HA je uvedena reakce za vyuziti in
situ generovaného smésného anhydridu (Schéma 6c), kdy byl Yamaguchiho
reagent (2,4,6-trichlorbenzoylchlorid) pouzit kolektivem Huerta-Angeles, pro

modifikaci HA mastnymi kyselinami (Schéma 6c). 114

Schéma 6
a)
7
OH ) _Z
HrA + dﬂf & WA
0=~y —0 HO W TO
b)
OH 0 Oy R
Ex . CI)J\R ro
HA
° o cl OH

Yamaguchiho reagent

R = substituent
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4.1.3 Priprava dalSich funkénich skupin na HA retézci

V odborné literatuie je popsano také nékolik zplsobu, jak na skeletu HA
piipravit nové funkéni skupiny (napiiklad NH,, =O).

Priprava oxo skupin

Jednou z moznosti jak transformovat karboxylovou funkci glukuronové
jednotky je mirna redukce pomoci 9-borabicyklo[3.3.1]Jnonanu**® nebo NalO4*¢,
Naopak mirnou oxidaci Ize pfipravit aldehyd z hydroxylové skupiny na C6 N-
acetyl-D-glukosaminu. K tomuto ucelu se pouziva naptiklad oxidacni systém
AcCNH-TEMPO/NaCIO (Schéma 7), ¢imz je dosazeno oxidace piiblizné¢ 10 %
hydroxylovych skupin. Zisku vyssiho poctu aldehydickych skupin v produktu

1ze dosahnout u¢inkem Dessova-Martinova oxida¢niho ¢inidla.1t’

Schéma 7
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HNJ\
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Deacetylace

Deacetylaci N-acetylu glukosaminové jednotky HA Ize pfipravit primarni
aminoskupinu. Nevyhodou je, ze deacetylace se vétSinou provadi plisobenim
toxického siranu hydrazinu po dobu nékolik dnil pii teplotach okolo 60 °C, coz

vede mimo jiné K fragmentaci fetézce HA.18
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4.1.4 Sitovani HA

Pro kompletnost problematiky modifikace HA je nutno uvést, ze vedle
modifikace funkénich skupin HA existuje 1 druhy pfistup, spocivajici v sitovani
fetézci HA, ptficemz dochdzi ke vzniku 3D polymerni struktury za pomoci
kovalentnich vazeb mezi jednotlivymi fetézci. Takto pfipravené materidly na
bazi HA jsou vétSinou dostatecné robustni a mohou naptiklad dobie slouzit jako
oporné struktury pro péstovani bunék (scaffoldy), v tkanovém inzenyrstvi nebo

jako suroviny pro piipravu hydrogeli.

Moznym zpusobem pfipravy sitovaného HA je pouziti 2-((4-((oxiran-2-
yl)methoxy)butoxy)methyl)oxiran (BDDE).!*® Vyhodou uvedeného ¢inidla je,
ze jej lze vyuzit jak pro reakci s karboxylovymi (Schéma 8a), ale také

hydroxylovymi skupinami HA (Schéma 8b).

Schéma 8
a)
rOH \67\/0\/\/\0 o\ﬂ/o\/\/\ )HA

+ _—
HA BDDE 0 r—ﬂx o/\(;\o
b) 0 o
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)OJ\ + %7\/ \/\/\O/W HAAO/\/\OWO/K/O\H/HA

HA™ oY BDDE o} o}

Y =H* Na*, TBA*

Dals§im ¢inidlem pro spojovani fetézcli HA reakci karboxylovych skupin jsou
zastupci karbodiimidu, jako je napiiklad EDC, popsany v kapitole 4.1.1, jez se
pro ucel tvorby HA polymerni sit¢ vyuziva Casto ve spojeni S dihydrazidem
kyseliny adipové.!?

V pifpadé vyuziti hydroxylovych skupin bylo patentovano Balazs a kol.'?

sitovani HA pomoci divinyl sulfonu (Schéma 9). Tato reakce byva provadéna
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Vv zasaditém prostfedi a miva relativné rychly prabéh (1 h) jiz pfi laboratorni
teploté, preferované vzhledem k mozné nezddouci degradaci HA fetézce pfii

vysSich teplotach.

Schéma 9

2N
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V neposledni tadé stoji za zminku sitovani HA wuzitim glutaraldehydu

(Schéma 10). Piestoze byl glutaraldehyd nékolika autory!?212® uspéiné vyuzit
pro pripravu sitované HA, nevyhodou tohoto Cinidla mize byt jeho toxicita
a nutnost aktivace ve vysoce kyselém prostiedi (pH 2), coz miize vést ke zpétné

hydrolyze vznikajiciho hemiacetalu.%®

Schéma 10

HO OH
OH M

[+ Ox~~0 — o0 OW

5 TERANOSTICKE NOSICOVE SYSTEMY
PRIPRAVENE Z DERIVATU HYALURONANU

Kyselin¢ hyaluronové, respektive hyaluronanu a jeho derivatim, je vénovana
velka pozornost v oOblasti tvorby nosi¢ovych systému pro 1é¢iva. Jak jiz bylo
zminéno, nosiCove systémy ve smyslu teranostik piedstavuji ve vétSin€ piipada
multifunk¢éni nanocastice s terapeutickou a diagnostickou funkci. V nékterych
ptipadech je na téchto casticich také pritomen i ligand pro specifické cileni
na bunécné receptory. Vyuziti HA pro konstrukci teranostik s sebou piinasi
nezanedbatelnou vyhodou pro aktivni cileni z divodu pfitomnosti specifickych
receptori pro HA na povrchu bunék zivocisSnych a lidskych tkanich.

Z nejznaméjSich je to napiiklad receptor CD44, velmi Casto také exprimovany
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nékterymi nadorovymi butikami, jenz usnadiiuje endocytozu HA do bunék.!?4 125

Nasledujici text je vénovan znamym NIR fluorescenéné znaenym derivatim

HA a nosi¢ovym systémim, publikovanym Vv sou¢asné odborné literatute.

Prvnim ptfikladem je opticky detekovatelny systém pro doruCovani 1éCiv,
tvofeny fluorescen¢nim amfifilnim derivatem HA. Strukturné se jedna o HA
modifikovany steroidnim motivem kyseliny 5B-cholové a pentamethinovym
cyaninovym barvivem, komeréné znadenym Cy5.5.12%127 Bylo zji$téno, Ze ve
fyziologickych podminkach (PBS, pH = 7,4; 37 °C) dochazi k autoagregaci
tohoto derivatu prostfednictvim hydrofobnich interakci a tvorbé sférickych
nanocastic o rozmérech ptiblizné¢ 350-400 nm v zavislosti na stupni modifikace
HA (Obrazek 16).

P11 in vivo testovani téchto nanocastic byla pozorovana vyznamna akumulace
piipravenych agregatii v nadorové tkani (SCC7 bunky), ale zaroven také jejich

nezadouci akumulace v jatrech.

2 $0;
08 ' ‘— 'so
{
0 obal
So - -
i3 (HA)
£y o< prostredil
X 2 BT
¥ ,o
NH HN .« g
SIS ’(?fyrtiy hs s s
== -0 o s 0 J [+] y E
TS ~°c'mtf °@°¢a : 5B-cholové kys.)
0O, NH n
OH zﬂ’ OH oz:)u

Obrazek 16: Fluorescen¢né znaceny a hydrofobizovany derivat HA a jeho agregace

ve vodném prostiedi.*?

Za ucelem snizeni akumulace v jatrech a prodlouzeni cirkulace nosic¢ového
systému v krevnim tecisti, byl k vySe uvedenému fluorescenénimu amfifilnimu

HA derivatu konjugovan PEG (Obrazek 17). Dle autord mtze PEG efektivné
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snizovat rozpoznani nosi¢i retikuloendotelidlnim systémem a jejich néaslednou
akumulaci v jatrech, ¢imz je prodlouzena cirkulace nosi¢u v krevnim fecisti
azvySena moznost cilené akumulace systému v misté nadoru. Invivo
experimenty bylo zjisténo, Ze tento nosi¢ovy systém s PEG se oproti nosici bez

PEG akumuloval 1,6x efektivnéji v nadorové tkani.'?

obal
(HA)

 —
1\-—‘/ vodné

prostredi

derivat hyaluronanu :
jadra — Cy5.5
(zbytky 5B-

cholové kys.)

Obrazek 17: Tvorba nosicovych systémi na bazi konjugatti hyaluronanu s kyselinou

cholovou a PEG.1%8

Posledni studie, v niz byl vyuzit vySe popsany derivat HA S kovalentné
navazanym fluorescen¢nim barvivem Cy5.5 (Obrazek 18), byla provedena
kolektivem autora Lee.!?® Jednalo se o piipravu fluorescenéné zna&eného,
enzymaticky citlivého nosi€ového systému s enkapsulovanymi SPION,
umoziujiciho dudlni zobrazeni pomoci fluorescence a MRI. Experimentalné
bylo zjiSténo, Ze v piitomnosti hyaluronidazy, ktera zplsobila pravdépodobné
degradaci nosiCe, doSlo k nékolikandsobnému vzristu emise fluorescence
v zavislosti na koncentraci enzymu. Touto studii byl zkouman a ovéten

predpoklad, Ze fluorescence Cy5.5 je z€asti zhdsena v ptitomnosti SPION.
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Obrazek 18: Struktura fluorescenc¢niho derivatu HA tvoticiho nosiCové systémy pro

SPION.1%®

Jako ptiklad konjugace heptamethinovych cyaninovych fluorescencnich latek
k hyaluronanu je uvedena prace Miki a jeho kolektivu.!3® Autofi pfipravili
derivat HA s vazanym PEG, déle znafeny barvivem indocyaninovou zeleni.
Ziskany amfifilni derivat HA byl schopen agregace ve vodném prostredi, kdy
hydrofobni jadra vzniklych agregati byla formovana ICG (Obrazek 19).
Experimentalné bylo zjisténo, ze piipravené Castice maji schopnost efektivni
akumulace v nadorové tkani, kde jsou dale dualné neinvazivné detekovatelné,

a to pomoci optického a fotoakustického zobrazovani.

ozareni fluorescence

(NIR) S

1]

o=C"  modifikace o o
%Bv& -{%}zﬂ-{%}t

i
& ONa OH HA derivat fotoakusticky B (C6)
of\izoz HQ 0 signal
e OH NHAC " (ultrazvuk)

hyaluronan

Obrazek 19: Agregaty ICG- a PEG-modifikovaného HA s moznost optické

a fotoakustické detekce.130

Mezi dalsi autory, kteti se zabyvali derivaty hyaluronanu modifikovanymi

fluorescenénimi latkami, patii Kelkar.!®! Ve své studii piedstavil derivat HA
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s kovalentn¢ vazanym heptamethinovym barvivem Cy7.5 a motivem kyseliny
5B-cholové, jez opét tvoril agregaty ve vodném prostiedi. Na rozdil
od predchozich uvedenych praci, je Vv této publikaci popsano pouze testovani
cytotoxicity a vstupu latek do nadorovych bun€k prostaty in vitro. Derivat HA
znaceny Cy7.5 byl pouzit in vivo az v dalsi praci kolektivu autora Hill, pticemz
byl uspésné aplikovan jako kontrastni latka napomahajici pfi chirurgickych
operacich nador modelovych mysi.'® Jako posledni typ heptamethinové
cyaninové latky je zde zminéna fluorescencni latka IR80S, jez byla navazana
na modifikovanou karboxylovou skupinu HA. Bylo zjisténo, Ze piipraveny
derivat hyaluronanu, schopny agregace ve vodném prostiedi, lze vyuZzit nejen
pro fototermalni terapii, ale navic ma také funkci diagnostické latky pro

fotoakustické a optické zobrazeni nador(. 1%

Ptikladem ze soucasné¢ odborné literatury jsou také nosiCové systémy,
autory'®* oznacované jako teranostické micely, pfipravené pro ucely dudlniho
neinvazivniho zobrazovani a fotodynamickeé terapie. Zakladem pro tvorbu téchto
micel byl HA s kovalentné¢ vazanou latkou zfad ftalocyanini — Chlorin C6,
uvedeno na Obrazku 20a. Studované nosiové systémy vykazovaly efektivni
akumulaci v tumoru, respektive nadorovych bunkach plicniho epitelu, zejména
diky interakcim se zde exprimovanym HA receptorem CD44 a také diky
pasivnimu cileni. Dale po vstupu nosi¢e do nadorovych bunék dochazelo
v piitomnosti hyaluronidazy k degradaci micel (Obrazek 20c¢), kdy excitaci NIR
zéfenim byl produkovan singletovy kyslik, jenz je zdkladnim cinidlem
fotodynamické terapie. Micely prokazaly také schopnost vysoce citlivého NIR

fluorescenéniho a fotoakustického zobrazeni nadoru (Obrazek 20Db).
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Obrazek 20: a) struktura derivatu HA; b) aplikace a detekce micel v mysi

s nadorem,; C) vstup micel do nadorové buiiky s CD44 receptorem.t3#

Pro potifeby kombinace fluorescencni a MRI diagnostiky vyvinuli Cho
a kolektiv®®

na Obrazku 21. Hyaluronan byl postupné modifikovan ceramidem 3B (CE), dale

,hanosondu®, jejiz schématické zndzornéni je uvedeno
bylo konjugovano chelataéni c¢inidlo DTPA pro ionty gadolinia a také
fluorescencni barvivo CyS5.5. Pfipraveny HA derivat byl diky pfitomnosti
receptoru CD44 efektivné vychytavan nddorovymi bunkami SCC7 a slouzil
taktéz jako velmi dobry nastroj pro dualni in vivo diagnostiku kombinaci MRI

a fluorescence.

MRI zobrazeni optické zobrazeni
sl Cy5.5
‘ /.nanosonda. .
cd *+ > HA

Obrazek 21: Nanosonda pro dualni MRI a optickou diagnostiku.*®
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Posledni zde uvedena publikace'® popisuje nosiCovy systém, vytvoieny
konjugaci protinddorového 1é€iva doxorubicinu na HA za pomoci anhydridu
kyseliny akonitové a disulfidového linkeru. Specifické vychytavani nosice
nadorovymi buitkami bylo dale zajisténo ptfitomnosti specifického ligandu —
LHRH peptidu, vazaného k fetézci HA fetézci. Piipraveny derivat byl schopny
agregace ve vodném prostiedi, kdy do vzniklého nosice bylo enkapsulovano
NIR fluorescencni barvivo Cy5.5 (Obrazek 22). Testovanim nosice byla zjisténa
schopnost jeho efektivni akumulace v ovarialni nadorové tkani a nasledna
endocytoza bunkami. Uvniti bunék pak byla pozorovana degradace systému
auvolnéni Cy5.5. Pritomnost linkerdt mezi HA a doxorubicinem umoZziovala
navic uvoliiovani 1é¢iva v zavislosti na rozdilném pH a redoxnim potencidlu
prosttedi normdlni a nddorové tkané, ptfiCemz byl prokdzan protinadorovy

ucinek po dobu 20 dnili po jednom podani.
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Obrazek 22: Modifikovany HA a mechanismus jeho plisobeni.t*



6 NOSICOVE SYSTEMY PRO TOPICKE APLIKACE

Vzhledem Kk naplni doktorského studia je posledni mensi kapitola vénovana
nosicovym systémtm pro topické aplikace. Micely, liposomy, emulze a rizné
dals$i typy nosi¢ii byvaji popisovany v souvislosti se zvySenim schopnosti
penetrace 1€¢iv kiizi a pravé z téchto diivodl se jevi jako velmi atraktivni pro

topické podavani jak kosmetickych, tak farmaceuticky zajimavych slou¢enin.®"~
140

V soucasné¢ dob¢ je ovSem nedostatek udaji umoznujicich dostatecné
porozuméni interakcim nosi¢t s pokozkou nebo ukladani materiald a 1éCiv
v kiizi po aplikaci dané¢ho systému. Mezi vyznamné patii taktéZz informace
0 hloubce penetrace nosiCového systému kiizi a moznosti vstupu do krevniho
systému.'*  Znalosti o chovani nosi¢ovych systémi, jejich biodistribuci
a stabilité v biologickych systémech by mohlo byt napomocné k posouzeni

zdravotniho rizika zejména v ptipad¢ dlouhodobé expozice nosi¢ového systému.

Z dtivodu minimalizace rizika akumulace cizorodych latek v téle, je hlavni
oblast vyzkumu nosi¢ii 1é€iv na bdzi polymerd zaméfena na konstrukci
biologicky rozlozitelnych polymernich systémi. Stejné jako v pfipad¢ teranostik
se hyaluronan jevi jako zajimavy material pro pfipravu nosi¢ovych systému
aplikovatelnych na kazi. HA je pfirozenou soucasti epidermis 1 dermis a tvofi
také vyznamnou ¢ast extracelularni matrice ktize. Kize obsahuje primérné 1,7 ¢
HA, cozZ je ptiblizné jedna tietina celkového mnozstvi HA v celém lidském
téle.1*2 Pfestoze stale existuje mnoho otizek tykajicich se mechanismu zvysené
penetrace 1é¢iva, bylo v piipad¢ hyaluronanu doposud zjisténo, Ze pii podavani
hydrofilnich 1é¢iv je pro jejich zvySenou penetraci U€inngj$i nizkomolekularni

H A 143144
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Piikladem derivatu hyaluronanu znac¢eného fluorescen¢ni latkou a studia
jeho schopnosti dorucovani 1é¢iv dermalni cestou miize byt prace kolektivu
Kong.}* Autofi piipravili hyaluronan modifikovany fetézci kyseliny stearové
(GMS) a fluorescein-isothiokyanatem (FITC), jez byl dale schopny agregovat
a tvofit nosiCovy systém, tzv. niosom (Obrazek 23). Dle autord se jednalo
0 sférické castice o velikosti pfiblizné¢ 40 nm. Nejprve in vitro experimenty
prokazaly, ze niosomy vstupovaly do 4T1 nadorovych bunck endocytdézou
efektivnéji nez analogické nosice z chitosanu. Dale bylo také zjisténo in vitro ale
také in vivo, ze niosomy jsou schopné penetrovat kuzi. Vysledky studii
naznacuji, Ze nosice piipravené z derivatu HA by mohly byt slibnym nastrojem
pro lé¢bu nadort cestou topického podani a dermalni penetrace.

OH

OH
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0 HyOH 0
0, 0.
OH o H
OH
OH NHCOCH, H

FITC-HA-GMS
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emulze

HA-GMS

niosom
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Obrazek 23: Pfiprava niosomu.1#°

52



EXPERIMENTALNI CAST

7. PRISTROJOVE VYBAVENI A POUZITE METODY
Nuklearni magneticka resonance
Veskera NMR spektra byla naméfena na piistroji BRUKER AVANCE™ 111
500 pii frekvenci 500,25 MHz pro H. Pro zpracovani experimentalnich dat byl
pouzit software TOPSPIN (Bruker). Chemické posuny byly vztazeny
Kinternimu  standardu  sodné  soli  kyseliny(trimethylsilyl)propanové
(CH3)3SiCD,CD,C0O,Na=0,00 ppm) nebo rezidualnimu DMSO (DMSO-ds=2,50
ppm). Pro interpretaci NMR spekter byly pouzity zkratky: s (singlet), d (dublet),
t (triplet), m (multiplet).
DOSY spektra byla ziskana vyuzitim stimulované echo pulsni sekvence
S bipolarnim gradientem (2,5 ms) a supresi vody (watergate) 3-9-19 pulsni
gradientovou sekvenci, difuzni casy byly 0,8 sa 2,0 ms, sinové pulzy

532,030 G.cm™.

'H-13C HSQC NMR spektra byla ziskdna pomoci editované gradientové
pulzni sekvence s 1k datovych bodd, 3 kHz spektralni Sitkou v F2, 80 skeny
v inkrementu, 256 inkrementt, a heteronuklearnim skalarnim C-H kaplingem

nastavenym na 145 Hz.

Stupeni substituce (SS) v molarnich procentech byl stanoven pomoci
normalizovanych integralnich intenzit signald v *H NMR spektrech. SS (%)
odpovidd molarnimu mnozstvi navazaného substituentu vztaZzenému
k molarnimu mnozstvi vSech dimerd polysacharidu. Pro uréeni SS byly vyuzity
signaly anomernich protoni HA voblasti 6=4,4-4,6 ppm ve vztahu
Kk nasledujicim uvedenym signalim: terminalni methylové skupiny (CHs)
mastnych kyselin pii 6 = 0,9 ppm, CH; skupina cypate pii 6 = 3,0 nebo 2,7 ppm
a 6 = 8,1 ppm pro CH benzoylu. (rozpoustédlem byla v téchto ptipadech D,0).

V piipadé€ derivatl, u nichz dochézi k substituci kyslikového atomu na primarni
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hydroxylové skupin¢ N-acetylglukosaminu za dusikovy atom byly pro vypocet
SS pouzity signaly pii § = 2,8 ppm a 3,1 ppm (CH,NH), jez se objevuji v H
spektru derivatti (naméieno v 0,05% NaOD). Stupen oxidace (SO) byl vypocitan
stejnym zpisobem jako SS, a to vyuzitim signalu pii 5,3 ppm odpovidajici

CH(OH); N-acetylglukosaminu (rozpoustédlo D;0).

Stanoveni vytézku reakci

Vytézek reakei byl stanoven dle jiz diive popsané rovnice:4®

vytézek reakce = 100

Miavyeh = hmotnost vychoziho HA nebo derivatu HA

Mprod. = hmotnost purifikovaného produktu derivatu HA

MHavyeh. = molekulova hmotnost vychoziho HA nebo derivatu HA
Msubst. = molekulova hmotnost substituované/vazané latky

SS = stupeti substituce HA stanoveny z *H NMR spekter

Hmotnostni spektrometrie

ESI-IT-MS analyzy cypate a jeho prekurzoru byly provadény na hmotnostnim
spektrometru siontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics) vybaveném
elektrosprejovym ionizacnim zdrojem. VeSkerda méfeni byla provedena
V pozitivnim a/nebo negativnim skenovacim modu. Do iontového zdroje byly
vzorky piivadény kovovou kapilarou pii konstantnim pritoku 4 pl-mint,
Parametry méfeni: napéti na kapilare: +4,2 kV; napéti na konci kapilary £140 V;,

teplota susictho plynu 220 °C; pritok suSicitho plynu 6 dm3-min?; tlak
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rozprasovaciho plynu 55,16 kPa. Jako susici, respektive rozprasovaci plyn byl

pouzit No.

Infracervena spektroskopie

Infradervena spektra v oblasti vlno&tii 400—4000 cm™ byla naméfena pomoci
spektrometru FT-IR8400S Shimadzu a =za pouziti ATR nadstavce
s diamantovym krystalem. Déle byly vzorky méfeny také ve formé KBr tablet.
Symboly pouzité pii vypisu spekter odpovidaji intenzit¢ daného absorp&niho
pasu: w =slaba, m = stfedni, s =silna, pfipadné¢ jeho Siice: b = Siroky pas.

Spektra byla zpracovana programem Omnic™,

UV/Vis spektroskopie

Pro naméfeni UV/Vis spekter v rozmezi vinovych délek 190 — 800 nm byl
pouzit UV/Vis spektrofotometr Varian Cary 100.

Fluorescen¢ni spektroskopie

Fluorescencni spektra byla zaznamenana na piistroji PTI Quantamaster 400
vV demineralizované vodé nebo 0,1 M roztoku fosfatového pufru (PBS; pH =
7,4). Koncentrace méfenych roztoki latek byla 1 mg-cmS. Cas integrace 15,

sitka Stérbiny 4 nm. Data byla vyhodnocena pomoci software FelixGX 4.2.2.

Stanoveni velikosti polymernich micel

Hydrodynamickd velikost polymernich micel byla zjiSténa na pfistroji
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instrument) s He-Ne laserem a detektorem

dynamického rozptylu svétla.

Prvkova analyza

Prvkovéa analyza latky cypate v MeOH (c=2 mg-cm=3 a 4 mg-cm=3 pro

stanoveni halogentl) byla provedena pomoci simultanniho energioveé-disperzniho
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rentgenového fluorescen¢niho analyzatoru SPECTRO 1Q Il (SPECTRO
Analytical Instruments, Kleve, SRN, 2008).

Termogravimetrie

Pro termogravimetrickou (TG) analyzu oleatu Zelezitého a mnozstvi kyseliny
olejové vazané ke SPION byl pouzit piistroj TG Q500 (TA Instruments).
V ptipad¢ oleatu zeleza byly vzorky analyzovany v dusikové atmosféte v rozpéti
teplot 10400 °C. Pro SPION byly pouzity teploty 10-600 °C v atmosféte
inertniho dusiku, nasledované 600-910 °C, kdy bylo inertni prostfedi vyménéno

za synteticky vzduch.

Elektronova mikroskopie

Velikost syntetizovanych SPION byla stanovena pomoci fotografii
z elektronového mikroskopu Magellan 400 po naneseni vzorku SPION
na médéné miizky potazené uhlikem. Velikost SPION byla stanovena jako

pramér vypocitany vzdy ze 100 nanocastic ze tfech riznych fotografii.

ICP OES

Stanoveni Zzeleza, respektive mnozstvi navazanych SPION v polymernich
micelach bylo stanoveno ICP OES po mineralizaci ptusobenim 6M HCI spolu

S 5% HNO3 a mikrovlnného zareni.

Veskeré nasledujici analyzy byly provadény ve spolupraci s R&D skupinou

Farmakokinetika (Contipro).

Metoda stanoveni primérné molekulové hmotnosti hyaluronanu

Primérméd molekulovd hmotnost vychoziho hyaluronanu byla stanovena
metodou SEC-MALLS. Chromatograficky systém sestaval z odplynovace
Agilent Model G 1379A, pumpy Agilent Model G 1379A, manualniho injektoru
Rheodyne Model 7125i, dvou kolon Ultrahydrogel Linear columns Waters
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(300x7,8 mm), dale byly sériové pfipojeny detektor rozptylu svétla DAWN
EOS, diferencialni viskozimetr ViscoStar on-line a diferen¢éni difraktometr
Optilab rEX (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA). Mobilni fazi byl roztok
S50 mM fosfatového pufru a 0,02% azidu sodného, rychlost pritoku
0,5 cm®*min~t. Nartst indexu lomu svétla 0 0,155 cm®.g~* byl vyuzit pro vypodet
hmotnostné (My) a Ciseln¢ (M) stiedni molekulové hmotnosti a polydisperzity
(Mw/M;) HA podle diive popsané metody.!*’ Méieni byla tfikrat nezavisle
opakovana. Pro analyzu fluorescencné znacenych derivat byl k tomuto systému
dale ptipojen UV/Vis detektor Waters 2489, pticemz absorpce vinovych délek
byla nastavena na 665 nm v piipadé cypate a 635 nm v pripadé nilské modii.
Data byla zpracovana pouzitim programu Wyatt Technology Corporation
ASTRA software, verze 5.3.1.4. M¢feni byla provedena pouze u vychoziho

hyaluronanu, kyseliny hyaluronové a oxidovaného hyaluronanu.

Stanoveni struktury hyaluronan oligosacharidu s navazanym

cypate

Struktura konjugatu HA-cypate byla potvrzena po jeho enzymatickém Stépeni
ve vodném prostiedi (¢ = 1,0 mg-cm®) enzymem hyaluronan lyazou (ptidavek
0,020 cm?® enzymu na 1 cm?® roztoku HA-cypate, 8 h, 37 °C). Enzymaticky
hydrolyzat byl nafedén vodou v HPLC kvalit¢ na findlni koncentraci

20 ng-cm3,

Smés oligosacharidii byla separovana pomoci UPLC chromatografického
systému (Class I, Waters, Manchester, UK), kdy detektorem byl hmotnostni
spektrometr Synapt G2-Si (Waters, Manchester, UK). Separace byla provedena
pomoci kolony Kinetex F5 column (1,7 pm, 100 A, 150x2,1 mm, Phenomenex)
pti 35 °C. Jako mobilni faze byla pouzita 0,1% kyselina mravenci ve vod¢

a acetonitrilu. Rychlost eluce byla nastavena na 0,25 cm®-min! s nasledujicim
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gradientem acetonitrilu 0-10 min 40 %, 10-12 min 95 %, 12 min 95 %, 12—
12,5 min 9540 %. Objem nastiiku byl 0,005 cm?®.

Hmotnostni spektrometr byl vybaven ionizaci elektrosprejem a iontovou
mobilitou. Mé¢feni byla provadéna v negativnim modu. Ziskana data byla

zpracovana programem MassLynx 4.1 software (Waters, Milford, MA, USA).

Stanoveni mnoZstvi inkorporovaného kurkuminu v polymernich

micelach

Mnozstvi kurkuminu bylo stanoveno pomoci UPLC Waters Acquity a kolony
Atlantis dC18 5 um (250x46 mm) ve vzorku rozpusténémve smési rozpoustédel
voda/iPrOH ( 20/80, v/v; ¢ = 1 mg-cm™3). Jako mobilni faze byly pouzity 10 mm
HCOOH a acetonitril. Rychlost pritoku byla nastavena na 1 cmimin?
s nasledujicim gradientem acetonitrilu 0,0-6,5 min 60 %, 6,5-11,0 min 60-100
%, 11,0-12,0 min 100 %, 12,0-13,0 min 110-60 %. Objem nastiiku byl
0,01 cm®. Detektorem byl piistroj UV/Vis Waters 2489 pracujici pii vinové
délce 425 nm.

Stanoveni mnoZzstvi inkorporovaného doxorubicinu v HA-cypate-

C18:1.

Mnozstvi doxorubucinu ve vzorku (¢ = 1 mg-cm™ ve voda/acetonitril, 1/4,
v/v) bylo stanoveno superkritickou kapalinovou chromatografii UPLC Waters

Acquity a kolony Kinetex 5u XB C18 (250x46 mm).

Jako mobilni faze byly pouzity 0,1% CH3COOH (pH =5) a acetonitril.
Rychlost pritoku byla nastavena na 1 cm®min! snasledujicim gradientem
acetonitrilu 0,0-5,0 min 25-45 %, 5,0-6,0 min 45 %, 6,0-8,0 min 45-80 %,
8,0-11,0 min 80 %, 11,0-13,0 min 80-25 %, 13,0-17,0 min 25%. Objem
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nastiiku byl 0,01 cm®. Detektorem byl ptistroj UV/Vis Waters 2489 pracujici pfi

vlnové délce 480 nm.

8. SYNTEZA POZADOVANYCH LATEK
Veskeré pouzité chemikélie, zakoupené =z komercnich zdrojii, byly

v analytické kvalité a byly pouzity bez dal$iho ¢isténi ¢i tprav.

8.1 Syntéza NIR fluorescencni latky Cypate

8.1.1 Syntéza 1,1,2-trimethyl-3-(2-karboxyethan-1-yl)-[1H]-
benzo[e]indolium-bromidu (1)

QQ T e

COOH

1,1,2-Trimethyl-[1H]-benzindol (2,0 g; 9,6 mmol) a 3-brompropanova
kyselina (2,2 g; 14,3 mmol) byly rozpustény v dichlormethanu (DCM, 10 cmd)
a za stalého michani byla reak¢éni smés zahtivanana na teplotu 115 °C po dobu
16 h. Vznikla srazenina byla pfenesena na fritu a promyta DCM (10 x 50 cm?).
Purifikovany produkt byl dale susen pod vakuem na RVO a pozadovana latka 1
byla ziskana ve formé svétle Sedého krystalického prasku ve vytézku 2,2 g
(64 %).

'H NMR (DMSO-dg) &: 12,7 (3iroky s, COOH): 8,4 (d, J = 8,35 Hz, 1Harom):
8,3 (d, J=9,00 Hz, 1Haom); 8,2 (d, J=8,35 Hz, 1Huom); 8,2 (d, J = 9,00 Hz,
1Harom); 7,8-7,7 (M, 2Harom); 4,8 (t, I = 6,95 Hz, 2H, CH,): 3,1 (t, J = 6,95 Hz,
2H, CH,); 2,9 (s, 3H, CHs): 1,8 (s, 6H,CHs) ppm. ESI-MS (poz.) m/z (%):
282,3 [M]* (100).
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8.1.2 Syntéza cypate (3)

N-((1E,3E,5E)-5-(fenylimino)penta-1,3-dienyl)benzenamonium-chlorid (0,8
d; 2,8 mmol) byl rozpustén v DCM (8 cm®) a roztok byl ochlazen na 0-5 °C.
K vychozi latce byl postupné piidavan po kapkach anhydrid kyseliny octové
(0,52 ¢cm?® 5,5 mmol) a N,N-diisopropylaethylamin (DIPEA; 0,48 cm?; 2,8
mmol) v malém mnozstvi DCM (0,5 cm®). Tato prvni reakéni smés byla
michéna za stalého chlazeni po dobu 3 h. Mezitim byla druha reakéni sm¢s,
obsahujici 1,1,2-trimethyl-3-(2-karboxyethan-1-yl)-[1H]-benzo[e]indolium-
bromid (2,00 g; 55 mmol) aoctan sodny (0,90g; 11,0 mmol) ve smési
rozpoustédel acetonitril/voda (95/5; v/v; 15 cm®) pfivedena k varu (82 °C) a do
vzniklého roztoku byla pomalu piidavana prvni reakéni smés. Reakce probihala
16 h za stalého michani a varu ve tm¢. Po ukonceni reakce byla vznikla
srazenina promyta ethyl-acetatem (400 cm?®) a 1m HCI (400 cm?®), produkt byl
zfiltrovan asuSen na RVO. Vysledny produkt byl ziskan ve formé tmavé

zeleného krystalického prasku ve vytézku 1,62 g (88 %).

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz) &: 12,5 (Siroky s, COOH); 8,3 (d, J = 8,75
Hz, 2H); 8,1-7,9 (m, 6H); 7,8 (t, J = 12,65 Hz, 1H); 7,7 (d, J =8,75 Hz, 2H);
7,7-7,6 (m, 2H); 7,5 (m, 2H); 6,6 (t, J= 12,65 Hz, 2H); 6,5 (d, J =13,75 Hz,
2H); 4,4 (bt, 4H, CH,); 2,8 (t, J=6,9, 4H, CH,); 1,9 (s, 12H, CH3) ppm. ESI-
MS(poz.) m/z (%): 625,4 [M]* (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 623,3 [M-2H]
(100). UV/Vis: Aapsmax= 782 nm (MeOH). Prvkova analyza (C41H41CIN2O,):
vypocitano: C 74,47 %; H 6,25 %; C1 5; 36 %; N 4,24; nalezeno: C 70,49 %; H
6,24 %; Cl 4, 95 %; N 3,86; Br 0,17.
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8.2 Priprava vychozich forem hyaluronanu
8.2.1 Konverze hyaluronanu sodného na kyselinu hyaluronovou

(HAH)
o °H OH
O 0o
OH NH
Oé\ b

Konverze hyaluronanu sodného o riznych molekulovych hmotnostech
Vv rozpéti 6 500-188 000 g-mol? (viz Tabulka 1) na kyselinu hyaluronovou byla
provedena za pouziti komercné dostupného iontoménice katexu Tulsion T46H.
U vétSiny z Sarzi molekulovych hmotnosti hyaluronanu sodného byly vychozim
mnozstvim 2 g (5 mmol; vypocteno na disacharidovou jednotku), jez byly
rozpustény v demineralizované vodé (80 cm?®). Ke vzniklému 2,5% roztoku byl
nasledné¢ piisypan katex (8,52 g). Vymeéna kationth probihala 8 hodin
za obCasného michani pii 0-5 °C. Katex byl nasledné zroztoku odstranén
filtraci, filtrat zamrazen na —20 °C a lyofilizovan. Kyselina hyaluronova byla
ziskana ve formé& lyofilizatu. Pouze u hyaluronanu o vychozi molekulové
hmotnosti 15 000 g-mol se pracovalo s vét§sim mnoZstvim biopolymeru, a to S

10 g (25 mmol) za pouziti 42,6 g katexu pro konverzi.

Typické NMR spektrum HAH: *H NMR (D,O; HAH 15 000 g-mol™? ) é&:
4,7-4,4 (2H, anomerni, CH); 4,1-3,3 (10H, HA skeletalni, CH);2,0 (3H, CH3)
ppm.
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Tabulka 1: Konverze hyaluronanu o riiznych molekulovych hmotnostech.

Mw HA | polydisperzita| Mw HAH | polydisperzita | vytézek | vytézek
[g-mol™] [g-mol”] mlg] | [%]
6 500 1,4 6 000 1,2 1,77 94
15 000 1,3 15 000 1,4 9,09 98
26 000 1,6 25500 1,3 1,87 99
42 000 * 39 000 1,4 1,82 95
65 000 * 56 000 1,5 1,85 98
84 000 1,6 66 500 1,5 1,75 92
188 000 1,3 105 000 1,5 1,74 92

*Data o polydisperzité nebyla dostupna

8.2.2 Priprava oxidované formy hyaluronanu (HA-OX)

Do 2% vodného roztoku HA (10 g; 25 mmol; 1 ekv.) o riznych
molekulovych hmotnostech (viz Tabulka 2) byl nejprve ptidan NaBr (1,28 g;
12,50 mmol; 0,5 ekv.), NaHPO4 12H,0O (19,42 g; 54,25 mmol; 2,17 ekv.)
a nasledn¢ AcNH-TEMPO (0,05 g; 0,25 mmol; 0,01 ekv.) a NaCIO s obsahem
Cly ptiblizné 11 % (3,40 cm?; 12,5 mmol, 0,5 ekv.). Reakce probihala pii 05 °C
po dobu 15-30 min (viz Tabulka 2) a nasledné byla ukonéena ptidavkem 18 cm?®
5% NayS;0,. Reakéni smés byla dale ziedéna 600 cm?® demineralizované vody
apienesena do mikroultrafiltru (kazety s propustnosti 5000 g-mol?, Merck-
Millipore). Vysledny roztok byl zamrazen na teplotu —20 °C a lyofilizovan.
Produktem reakci byl oxidovany hyaluronan HA-OX s rliznym stupném oxidace

(SO) a vytezky reakci, uvedenymi v Tabulka 2.
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Typické NMR spektrum HA-OX: H NMR (D,0, HA-OX 16 000 g.mol*?)
5: 5.3 (1H, CH(OH)y,): 4.7-4.4 (2H, HA anomerni, CH): 4,1-3,3 (2H, HA
skeletalni, CH); 2,0 (3H, CHs) ppm.

Tabulka 2: Oxidace hyaluronanu o riznych molekulovych hmotnostech.

Mw HA |polydisperzita| t | MwHA-OX |polydisperzita| vytézek | SO
[g-mol ] [min]| [g-mol] [%] | [%]
18 000 * 15 16 000 1,6 87 55
26 000 1,6 15 21500 1,6 91 6,5
26 000 1,6 30 22 500 1,5 90 7,6

*Data o polydisperzité nebyla dostupna

8.3 Priprava fluorescen¢né znaceného hyaluronanu

8.3.1 Obecny postup syntézy hyaluronanu s vazanym cypate (HA-

cypate)

ONa

oi
o) e 0
o
o HO o}
Hc/)a/o
OH NH
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HO OH
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Cypate (87 mg; 0,13 mmol; 0,5 ekv.) byl rozpustén v DMSO (2 cm?®), do
vzniklého roztoku byl pfidan N,N-karbonyldiimidazol (CDI; 21, 45 mg; 0,13

mmol; 0,5 ekv.) a smés byla za stalého michani ponechéna 2 h pii laboratorni

teploté. Mezitim byla rozpusténa kyselina hyaluronova (100 mg; 0,27 mmol; 1

ekv.) oriznych molekulovych hmotnostech (viz Tabulka 3) v DMSO

(5 cm®) pfi 60 °C. K rozpusténé HAH v DMSO byla postupné piiddna vybrana

baze (viz Tabulka 3) a cela prvni reakéni smés s aktivovanym cypate. Reakce
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probihala za stalého michani ve tmé pii 60 °C po dobu 24 nebo 48 h (viz
Tabulka 3). Reakce byla ukoncena pfidanim desetinasobku iPrOH (vzhledem
K ptivodnimu objemu reakéni smési) a nasyceného roztoku NaCl (1 cm?®), kdy
doslo k vysraZeni poZzadovaného produktu. Surovy produkt byl purifikovan
iPrOH (5x100 cm®), rozpustén v demineralizované vodé (50 cm?®) a dialyzovan
dva dny oproti vodnému roztoku soli 0,5% NaCl a 0,5% NaHCOs, dale tfi dny
oproti demineralizované vod¢. Obsah stfeva byl zamrazen na teplotu —20 °C a
nasledng lyofilizovéan. Pro ostatni HAH o M,, = 6 000105 000 g-mol~* (Tabulka
3) byl pouzit sejny postup jako pro HAH o My, = 15 000 g-mol™? , a to za
podminek: aktivace cypate 2 h, pouzita baze imidazol nebo N-methylmorfolin
(0,5 ekv.) a reakéni Cas 24 h. Vysledny produkt HA-cypate byl ve vsech
pfipadech ziskan jako zeleny lyofilizdt o primérmném vytéZku okolo 90 %

a SScypate< 1%.

Tabulka 3: Proménné reakéni podminky piipravy HA-cypate.

c¢as aktivace baze reakéni €as | SS
cypate [h] latka ekv. [h] [%0]
2 imidazol 3 24 h 0,3

2 imidazol 0,5 24 h 0,7

1,5 imidazol 0,5 24 h 0,1

2 N-methylmorfolin 3 24 h 0,3

2 N-methylmorfolin 0,5 24 h 0,8

2 N,N-diisopropylethylamin 3 24 h 0,2

2 triethylamin 3 24 h 0,2

2 N-methylmorfolin 0,5 48 h 0,6

2 bez baze 0 24 h 0,1

'H NMR (D;0) &: 8,6-6,9 (3iroké, prekryté signaly, cypate); 4,4-4,6 (2H, HA
anomerni, CH), 3,4-3,9 (10H, HA skeletalni, CH), 3,0 (CH,, cypate), 2,0 (3H,
NHCOCHS3) ppm. ESI-MS (neg.) m/z (%): 984,4 [M—H] (100). Fluorimetr:
Aemmax= 699 NM pii Aexc, = 665 nm.
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8.3.2 Priprava hyaluronanu znaceného nilskou mod¥i (HA-NM)

(
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OH NH
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NH |1
0™/ e
HA-OX (500 mg; 1,25 mmol; 1 ekv.; My, = 16 000 g-mol~, SS = 5,5%) byl
rozpustén v demineralizované vodé (25 c¢cm?®). Do tohoto roztoku byla dale
piidana nilskd modf (NM, 88 mg; 0,12 mmol; 0,1 ekv.) v DMSO (10 cm?®) a
smés byla ponechana michat pfi laboratorni teplot€¢ po dobu 5 h. Po uplynuti
dané doby byl do roztoku piidan NaBH3;CN (78 mg; 1,25 mmol; 1 ekv.) a smés
byla michana dal$ich 24 h pti 25 °C. Produkt byl ziskan precipitaci z roztoku za
pouziti iPrOH (250 ¢cm?®) spolu s nasycenym roztokem NaCl (5 cm®) a promyt
iPrOH (10x50 cm®). Ziskana sraZenina byla rozpus§téna v demineralizované
vodé¢ a vznikly roztok dialyzovan dva dny oproti vodnému roztoku soli 0,5%
NaCl a 0,5% NaHCOs, dale tfi dny oproti demineralizované vodé. Produkt HA-
NM byl ziskan ve formé modrého lyofilizatu ve vytézku 280 mg (56 %), SSnv=
0,9 %.

'H NMR (0,05% NaOD): &: 4,7-4,4 (2H, HA anomerni, CH); 4,1-3,3 (10H,
HA skeletalni, CH); 3,1 (CH,HN); 2,8 (CHzHN); 2,0 (3H, NHCOCH3) ppm.

Fluorimetr: Aemmax = 675 NM pii Aexc, = 635 nm.

65



8.4 Modifikace fluorescencné znaceného hyaluronanu mastnymi
kyselinami

8.4.1 Priprava hyaluronanu znaceného nilskou mod¥i S riiznym

stupném substituce uhlikovymi Fetézci kyseliny kapronové

(HA-NM-C6)
(
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HA-NM (300 mg; 0,75 mmol; 1 ekv.; vychozi HA-OX M,, = 16 000 g-mol?)
byl rozpustén v demineralizované vodé (5,5 cm?®), a do vzniklého roztoku byl
postupné pfidan iPrOH (6 cm®), TEA (viz Tabulka 4) a 4-
(dimethylamino)pyridin (DMAP; 5 mg; 0,04 mmol; 0,05 ekv.) v 0,5 cm?
demineralizované vody. Poslednim reagentem byl anhydrid kyseliny hexanové
(mnozstvi viz Tabulka 5), kdy po jeho pfidavku reakce probihala ve tmé pfi

laboratorni teploté po dobu uvedené v Tabulka 4.

Vysrazeni surového produktu zroztoku bylo provedeno pridavkem
nasyceného roztoku NaCl (1 ¢cm?®) a iPrOH (100 cm?®). Vznikla sraZenina byla
promyta iPrOH (2x50 cm®) a iPrOH/H,O (9/1; v/v; 3x50 cm?®), nasledné
rozpusténa Vv demineralizované vodé a roztok byl dialyzovan dva dny oproti
vodnému roztoku soli 0,5% NaCl a 0,5% NaHCOs, nakonec tfi dny oproti
demineralizované vod¢. Pozadovana latka byla ziskana ve formé modrého

lyofilizatu.
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Tabulka 4: Syntéza HA-NM-C6 za pouziti riznych ekvivalentl reaktantt.

anhydrid

hexanové kys. TEA doba reakce | vytézek | vytézek | SSce
ekv. | V [cm?] | ekv. | V [cm?] [h] m[mg]| [%0] [90]
25 | 0433 | 3,5 | 0,366 3 261 78 42
32 | 0554 | 3,5 | 0,366 3 272 79 52
4 0,643 3 0,306 2 249 84 46

Typické NMR spektrum HA-NM-C6: *H NMR (D,0; HA-NM-C6 SS 52 %)
o: 4,6-4,3 (2H, HA anomerni, CH); 4,1-3,3 (10H, HA skeletalni, CH); 2,4-2,2
(m, 2H, CH,COO0); 2,0 (3H, NHCOCHj3); 1,6-1,5(2H, CH,CH,COO); 1,3 (4H,
CH,CHj3); 0,8 (m, 3H, CH3) ppm. Fluorimetr: Aemmax= 670 NM pii Aexe. = 635

nm.

8.4.2 Priprava hyaluronanu modifikovaného cypate HA s riiznym
stupném substituce Fetézci kyseliny olejové (HA-cypate-C18:1)

ONa

0 ONa 0 OH O-_ONa o
g oA ° °
HO 0 HO 0 0o HO

OH NH OH NH |\ HO 0
%\ %\ OH NH
0" /g 0" ~/a-d-h

Oé\ h

HA-cypate (0,30 g;0,73 mmol; 1 ekv.) byl rozpustén v demineralizované
vodé (15 cm®) a iPrOH (13 cm®), nasledn& byl piidan TEA (0,31cmd;
2,20 mmol; 3 ekv.) a DMAP (4,5 mg; 0,04 mmol; 0,05 ekv.). Mezitim byla
v druhé reak¢ni bance rozpusténa kyselina cis-oktadec-9-enova (viz Tabulka 5)
v malém mnozstvi iPrOH (0,5 cm?®), do roztoku byl ptidan TEA (viz Tabulka 5),

jako posledni benzoylchlorid (viz Tabulka 5) a smés byla ponechana reagovat
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za stalého michani 30 min pfi laboratorni teploté. Po uplynuti dané doby byla
cela smés kvantitativné prenesena K prvni reakéni smési s roztokem derivatu
hyaluronanu. Pfiprava pozadované latky nasledné probihala po dobu 2 h pfi
25 °C. Reakce byla ukon¢ena piidanim nadbytku iPrOH (200 cm?®) a nasyceného
roztoku NaCl, pti¢emZ doSlo k vysrazeni produktu. Surovy produkt byl promyt
iPrOH (4x200 cm?®), dale rozpustén v demineralizované vodé a dialyzovéan dva
dny oproti vodnému roztoku soli 0,5% NaCl a 0,5% NaHCOs, dale tfi dny oproti
demineralizované vod¢. Produkty reakce byly ziskany lyofilizaci zamrazeného

obsahu dialyza¢niho stieva ve vytézku uvedeném v Tabulka 5.

Tabulka 5: Priprava HA-cypate-C18:1 za pouziti riiznych ekvivalentl reaktantd.

Cil8:1 TEA benzoyl chlorid| vytézek |vytéZek| SScis:1

ekv. | V[cm®|ekv.|V[cm®] | ekv. | V[cm®] | m[mg] | [%0] [96]

0,2 | 0046 (06| 0061 | 0,2 | 0,017 168 55 4
04 | 0092 12, 0,122 | 04 | 0,034 210 68 5
06 | 0,138 | 18| 0,184 | 0,6 | 0,051 230 73 8

08 | 0,18 |24 | 0,245 | 0,8 | 0,068 210 65 8-10
1 0,231 | 3 | 0,306 1 0,085 226 70 10-13

Typické NMR spektrum HA-cypate-C18:1: 'H NMR (D,0; HA-Cypate-C18:1
SS =10 %) &: 8,6-7,0 (Siroké, piekryté signaly, cypate); 5,5-5,3 (2H, C18:1
CH=CH); 4,6-4,3 (2H, HA anomerni, CH); 4,1-3,0 (10H, HA skeletalni, CH);
2,7 (2H, CH,, cypate); 2,5-2,3 (4H, C18:1 CH,); 2,0 (3H, HANHCOCH; + 4H,
C18:1 CH,+ 2H C18:1 CH,CO); 1,5 ( 2H, C18:1 CH,CH,CO); 1,1-1,4 (20H,
C18:1 CHy); 0,8 (3H, C18:1 CH3) ppm. Fluorimetr: Aemmax= 693 NM pii Aexc. =
665 nm.
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8.4.3 Syntéza hyaluronanu modifikovaného nilskou mod¥i a Fetézci
kyselin olejové (HA-NM-C18:1)

O ONa NH ONa OH
\[ - e <o ¢ © / 0O~,-ONa 0--ONa 0
0N - -0 0 '
Hox&oo/xm‘fgo \ HOO/\&//Q)(\O»%Of -0 /O/\\\/;&io S0
OH - - ! ~0- 2
04\/\ o %Ni-‘ "o OH NH |\ HO OH © NH
€ 0" “aei OAW O%\ K

HA-NM (300 mg; 0,70 mmol; 1 ekv.) byl rozpustén ve smési iPrOH/H,0
(1/1; viv; 20 cm?®), dale byl postupné piidan TEA (0,31 cm3; 2,25 mmol; 3 ekv.)
a DMAP (5,00 mg; 0,038 mmol; 0,05 ekv.). Mezitim byl ve druhé reakéni bance
ke kyseling olejové (0,24 c¢cm®; 0,75 mmol; 1 ekv.) viPrOH (0,5 cm®) piidan
TEA (0,31 cm®; 2,25 mmol; 3 ekv.) a benzoylchlorid (0,27 cm?; 1,87 mmol;
3 ekv.) a smés byla ponechana reagovat 30 min pii laboratorni teploté. Reakéni
smés s kyselinou olejovou byla poté prenesena do prvni banky k roztoku
derivatu hyaluronanu. Po smiseni reakce probihala dalsi 3 h pii 25 °C. Produkt
byl ziskan precipitaci zroztoku piidavkem iPrOH (100cm®) a 2 g NaCl.
Srazenina byla promyta smési iPrOH/H,O (v/v; 4x50 cm®), rozpusténa
v demineralizované vod¢é. Roztok byl dialyzovan dva dny oproti vodnému
roztoku soli 0,5% NaCl a 0,5% NaHCOs, dale tfi dny oproti demineralizované
vod¢ a po zamrazeni na teplotu —20 °C lyofilizovan. Produkt HA-NM-C18:1
byl ziskdn ve form¢& modrého lyofilizatu (230 mg; 56 %), SScisi = 10 %,
SShenzoyi = 0,4 %.

'H NMR (0,05% NaOD) &: 8,1 (2H, benzoyl, CH); 7,7 (H, benzoyl, CH); 7,6
(2H, benzoyl, CH); 5,3 (2H, C18:1 CH=CH); 4,7-4,4 (2H, HA anomerni, CH);
4,1-3,3 (10H, HA skeletalni, CH); 3,1 (1H, HA CH:HN); 2,8 (1H, HA
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CH,HN): 2,2 (4H, C18:1 CH,); 2,0 (3H, HA NHCOCH; + 2H,C18:1CH,CO);
1,5 (2H, CH,CH,CO); 1,4-1,1 (20H, (CH2)w); 0,8 (3H, C18:1 CH3) ppm.

Fluorimetr: Aemmax = 665 NM pii Aexc, = 635 nm.

8.5 Syntéza derivati hyaluronanu modifikovanych
poly(ethylenglykolem)

8.5.1 Syntéza hyaluronanu s vazanym poly(ethylenglykolem) (HA-
PEG)

AZ

4
e > &

HA-OX (1,26 g; 3,10 mmol; 21 500 g-mol™; SS = 7,6 %) nebo také HA-OX
(100 mg, 0,25 mmol; 19 000 g-mol™?; SS = 43 %; ziskany z laboratornich zasob)

04\

a-j

byl rozpoustén po dobu 1 h pii 25 °C v demineralizované vodé za zisku 2%
vodného roztoku. Do  vzniklého roztoku byl pridan  methoxy-
poly(ethylenglykol)amin (M, = 1000 g-mol™) v mnoZstvi uvedeném v Tabulka
6 a smes byla ponechana homogenizovat za stalého michani po dobu 5 h.
Nasledné byl ptidan pikolin-boran komplex (viz Tabulka 6). Reakce dale
probihala 24 h pti 25 °C. Produkt HA-PEG byl ziskan precipitaci z reakéni
smési piidavkem nasyceného roztoku NaCl (4 cm® aiPrOH (650 cm?®).
Precipitat byl promyt iPrOH/H,O (85/15; v/v; 4x150 cmq) a iPrOH (4x150 cmd),
po ¢emz vzdy nésledovala centrifugace a dekantace. Produkt byl susen po dobu

24 h pti 40 °C.
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Tabulka 6: Priprava HA-PEG s riznym stupném substituce PEG.

HA-OX PEG a-pikolin-BHs | vytéZek | SSpec
[g.|l\l/|1:)vl_1] SS[%] | ekv. |m[mg]| ekv. |m[mg]| mi[g] | [%]
22 500 7,5 0,1 313 0,1 33 1,0 6,5
22 500 7,5 0,1 313 0,1 33 1,3 6
22 500 7,5 0,15 469 0,15 50 1,1 7
19 000 43 0,45 113 0,45 12 0,1 20

Typické NMR spektrum HA-PEG: *H NMR (D,O; HA-PEG 19 000 g-mol™*
SS =20 %) o: 4,7-4,4 (2H, HA anomerni, CH); 4,1-3,3 (10H, HA skeletalni,
CH + 6H, PEG CH:0 + 2H, PEG CH:NH); 3,7 (3H, PEG CHj3); 2,8 (2H, HA
CH2HN); 2,0 (3H, HA NHCOCHs3) ppm.

8.5.2 Modifikace hyaluronanu s vazanym poly(ethylenglykolem)

ONa

¢/ O=
!
| HO-)
\

OH

zbytky kyseliny olejové (HA-C18:1-PEG)

)

\/\O‘(/\/

H 9
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\ NH\
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© O%\aljm
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HA-PEG (200 mg; 0,43 mmol; 1 ekv., 22 500 g-mol™?, SS = 6,5 %) byl

rozpustén ve smési demineralizované vody (8 cm?®) a iPrOH (6 cm?®). Nasledné
byl k roztoku postupné piidan TEA (0,18 cm?®; 1,29 mmol; 3 ekv.) a DMAP
(2,62 mg; 0,21 mmol; 0,05 ekv.). Mezitim byl v druhé reakéni bance ke kyseling
olejové (0,14 cm?; 0,43 mmol; 1 ekv.) v iPrOH (1 cm®) piidan TEA (0,18 cm?;
1,29 mmol; 3 ekv.) a benzoylchlorid (0,05 cm?®; 0,43 mmol; 1 ekv.). Reakce

probihala pfi laboratorni teploté a za stalého michani po dobu 30 min. Druha
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reakéni smés byla, bez ptredchozi izolace, piidana k prvnimu roztoku,
obsahujicimu HA-PEG, TEA a DMAP, a takto vznikld reakéni smés byla
michana pii 25 °C po dobu 2 h. Reakce byla ukoncéena pfidanim nasyceného
roztoku NaCl (1 cm®)a iPrOH (150 cm®) za vzniku sraZeniny, jeZ byla promyta
iPrOH (3x150 c¢m?®), po ¢emz vzdy nasledovala centrifugace a dekantace.
Produkt HA- C18:1-PEG byl susen po dobu 24 h pti 40 °C a ziskan ve vytézku
152 g (72 %), SScis1 = 9 %.

'H NMR (D;0) &: 8,1 (2H, benzoyl, CH); 7,7 (H, benzoyl, CH);7,6 (2H,
benzoyl, CH); 5,4(2H, C18:1 CH=CH); 4,7-4,4 (2H, HA anomerni, CH); 4,1—
3,3 (10H, HA skeletalni, CH + 6H, PEG CH,0 + 2H, PEG CH;NH); 3,3 (3H,
PEG, CH3); 2,8 (2H, HA CH:HN); 2,4 (2H, C18:1 CH.CO); 2,0 (3H,
HANHCOCH;+2H,C18:1 CH,CO);1,7-1,5 (2H, C18:1CH,CH,CO); 1,4-1,2
(24 H, C18:1 CHy); 0,9-0,7 (3H, C18:1 CHj3) ppm.

8.5.3 Konverze hyaluronanu modifikovaného poly(ethylenglykolem)
fetézci kyseliny olejové na derivat kyseliny hyaluronové
(HAH- C18:1-PEG)

HA-C18:1-PEG (300 mg; 0,68 mmol) byl rozpustén v demineralizované
vodé (12 cm®) a k vzniklému roztoku byl pfidan katex Tulsion T46H (0,03g).

Vyména aniontti probihala po dobu 8 h pii 0-5 °C za obcasného michani.
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Nasledné byl katex odfiltrovan, filtrat zamrazen na —20 °C a lyofilizovan. Byl
ziskén produkt o hmotnosti 282 mg (88 %). SSc1s:1 = 9 %, SSpenzoy = 0,5 %.

'H NMR (D;0) &: 8,1 (2H, benzoyl, CH); 7,7 (H, benzoyl, CH); 7,6 (2H,
benzoyl, CH);5,4(2H, C18:1 CH=CH); 4,7-4,4 (2H, HA anomerni, CH); 4,1—
3,3 (10H, HA skeletalni, CH + 6H, PEG CH,0 + 2H, PEG CH;NH); 3,3 (3H,
PEG, CHz); 24 (2H, C181 CHCO); 20 (3H, HA
NHCOCHj;+2H,C18:1CH,CO); 1,68-1,54 (2H, C18:1 CH,CH,CO); 1,4-1,2
(24 H, C18:1 CHy); 0,8 (3H, C18:1 CHs) ppm.

8.5.4 Znaceni hyaluronanu modifikovaného poly(ethylenglykolem)
a retézci kyseliny olejové fluorescen¢ni latkou cypate (HA-
cypate-C18:1-PEG)

HAH-C18:1-PEG (100 mg; 0,24 mmol; 1 ekv.) byl nejprve rozpustén
v DMSO (5 cm?®) pfi 60 °C. V druhé reakéni barice byl cypate (80 mg; 0,12
mmol; 0,5 ekv.) taktéz rozpustén v DMSO (1cm?®). Do vzniklého roztoku byl
dale pridan CDI (19,5 mg; 0,12 mmol; 0,5 ekv.) a smés byla ponechana
aktivovat 1 h pii 25 °C. Reak¢ni smés z druhé banky byla pfidana k roztoku
derivatu hyaluronanu a vSe bylo michdno po dobu 24 h pii 60 °C ve tmé.
Produkt byl ziskan precipitaci z roztoku piidavkem nasyceného roztoku NaCl
(0,5 cm?) spolu s iPrOH (100 cm?®). Srazenina byla promyta iPrOH (3x50 cm?®),
dale rozpusténa v demineralizované vodé a vznikly roztok byl dialyzovan dva

dny oproti vodnému roztoku soli 0,5% NaCl a 0,5% NaHCOs, dale tfi dny oproti
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demineralizované¢ vod¢é. Purifikovany produkt HA-cypate-C18:1-PEG byl
ziskan ve formé lyofilizatu ve vytézku 89 mg (84 %), SScypae = 0,6 %.

'H NMR (D;0) &: 8,6-7,4 (3iroké, piekryté signaly, cypate + benzoyl); 5,4
(2H, C18:1 CH=CH); 4,74,4 (2H, HA anomerni, CH); 4,1-3,3 (10H, HA
skeletalni, CH + 6H, PEG CH,0 + 2H, PEG CH;NH); 3,3 (3H, PEG, CHs); 2,7
(2H, CH,, cypate); 2,4 (2H, C18:1 CH),CO); 20 (3H, HA
NHCOCH;+2H,C18:1CH,C0);1,7-1,5 (2H, C18:1 CH,CH,CO); 1,4-1,2 (24H,
C18:1 CHy); 0,91-0,68 (3H, C18:1 CHs) ppm. Fluorimetr: Aemmax= 695 nm pfi
Aexc. = 665 nm).

8.5.5 Konverze hyaluronanu modifikovaného poly(ethylenglykolem)
na derivat kyseliny hyaluronové (HAH-PEG)

HA-PEG (500 mg, 1,30 mmol) byl rozpustén v demineralizované vodé
(25 cm®), k vzniklému roztoku byl piidan katex Tulsion T46H (0,05 g) a smés
byla ponechana v lednici pti 0-5 °C za obcasného michani po dobu 8 h. Po
odfiltrovani iontoménice byl filtrat zamrazen na —20 °C, lyofilizovan a produkt

HAH-PEG byl ziskan v mnozstvi 436 mg (91 %).

IH NMR (D,0) &: 5,4 (2H, C18:1 CH=CH); 4,7-4,4 (2H, HA anomerni,
CH); 4,1-3,3 (10H, HA skeletalni, CH + 6H, PEG CH,0 + 2H, PEG CH;NH);
3,3 (3H, PEG, CHgy); 2,8 (2H, HA CH,HN); 2,4 (2H, C18:1 CH,CO); 2,0 (3H,
HA NHCOCH;+2H,C18:1CH,C0O);1,7-1,5 (2H, C18:1 CH,CH,CO); 1,4-1,2
(24 H, C18:1 CH,); 0,9-0,7 (3H, C18:1 CHz3) ppm.
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8.5.1 Znaceni hyaluronanu modifikovaného poly(ethylenglykolem)
fluorescencni latkou cypate (HA-cypate-PEG)

Cypate (304 mg; 0,46 mmol; 1 ekv.) byl rozpustén v DMSO (3 cm?), do
vzniklého roztoku byl piidan CDI (75 mg; 46 mmol; 0,5 ekv.) a reakéni smés
byla ponechana reagovat po dobu 2 h pii 25 °C. Nasledné byla reakéni smés
pfidana do druhé banky k HAH-PEG (0,4 g; 0,92 mmol;2 ekv.) rozpusténého
v DMSO (20 cm?®), reakce probihala po dobu 24 h pii 60 °C a ve tm&. Reakce
byla ukonéena pfidanim iPrOH (100 cm?®) a nasyceného roztoku NaCl (0,5 cm?®),
piicemz doslo k vysrdzeni produktu zroztoku. Surovy produkt byl promyt
iPrOH (2x50 cm®) a iPrOH/H,O (90/10; v/v; 2x50 cmd®), rozpustén
v demineralizované vod¢ a dialyzovan dva dny oproti vodnému roztoku soli
0,5% NaCl a 0,5% NaHCOs, dale tfi dny oproti demineralizované vod¢. Produkt
HA-cypate-PEG byl ziskan ve form¢ zelen¢ho lyofilizatu ve vytézku 368 mg
(87 %), SScypate = 0,5 %.

'H NMR (D;0) &: 8,4-7,7 (3iroké, prekryté signaly, cypate); 4,7-4,4 (2H,
HA anomerni, CH), 4,1-3,3 (10H, HA skeletalni, CH + 6H, PEG CH,0 + 2H,
PEG CH:NH); 3,3 (3H, PEG, CHg3); 3,0 (2H, CH,, cypate); 2,0 (3H, HA
NHCOCHS3) ppm. Fluorimetr: Aemmax= 692 NM pii Aexc, = 665 nm.
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8.5.2 Modifikace hyaluronanu s vazanym poly(ethylenglykolem)
a cypate zbytky kyseliny olejové (HA-cypate-C18:1-PEG)

K roztoku kyseliny cis-oktadec-9-enové (0,03 cm®; 0,11 mmol; 1 ekv.)
v iPrOH (1 cm®) byl nejprve napipetovan TEA (0,05 cm3; 0,32 mmol; 3 ekv.)
a nasledn& benzoylchlorid (0,01 cm3; 0,11 mmol; 1 ekv.). Reakéni smés byla
michéana po dobu 30 min a teploté 25 °C. Poté byla reak¢éni smés piidana k 2%
vodnému roztoku HA-cypate-PEG (50 mg; 0,11 mmol; 1 ekv.), TEA (0,05
cm®; 0,32 mmol; 3 ekv.) a DMAP (0,66 mg; 0,005 mmol, 0,05 ekv.). Reakce
probihala 2 h pii laboratorni teploté. Surovy produkt byl ziskan z roztoku
piidavkem 0,5 cm® nasyceného roztoku NaCl a iPrOH (50 cm®) a nasledng
promyt iPrOH (3x50 cmd). Precipitat byl dale rozpustén v demineralizované
vodé, dialyzovan dva dny oproti vodnému roztoku soli 0,5% NaCl a 0,5%
NaHCOg;, dale tfi dny oproti demineralizované vodé, zamrazen na —20 °C
a lyofilizovan. Produkt HA-cypate-C18:1-PEG byl ziskan ve formé zeleného
lyofilizatu ve vytézku 45 mg (42 %), SScis1= 6 %.

'H NMR (D,0) &: 8,6-6,9 (3iroké, piekryté signaly, cypate); 5,4 (2H, C18:1
CH=CH); 4,7-4,4 (2H, HA anomerni, CH); 4,1-3,3 (10H, HA skeletalni, CH +
6H, PEG CH,O + 2H, PEG CH;NH); 3,3 (3H, PEG, CHs); 2,7 (2H, CH;,
cypate); 2,4 (2H, C18:1 CH,CO); 2,0 (3H, HA NHCOCHj3+2H,C18:1CH,CO);
1,7-1,5 (2H, C18:1 CH,CH,CO); 1,4-1,2 (24 H, C18:1 CH,); 0,9-0,7 (3H,
C18:1 CHs) ppm. Fluorimetr: Aem max= 695 nm pii Aexc. = 665 nm.
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8.6 Syntéza superparamagnetickych nanocastic oxidi Zeleza

8.6.1 Priprava oleatu Zelezitého
. x )/

;

5 Fed
6o

Do 250 c¢cm?® bafiky byl navazen FeClz-6H,0 (5,40 g; 19,98 mmol), piidan
EtOH (40 cm®) a po rozpu$téni veskerého FeCls jesté demineralizovana voda
(30 cm?®). Nasledn& byl pfidan oleat sodny (18,25 g; 59,95 mmol) a jako
posledni byl pfidan n-hexan (70 cm?). Reakce probihala pii 70 °C po dobu 4 h.
Reakéni smés byla v délicce promyta demineralizovanou vodou (3x30 cm?)
a organicka faze poté odpafena na RVO. Produktem byla vysoce viskdzni
kapalina, jez byla pro ptipravu SPION uchovéna pod argonem a ve tm¢.

Vytézek nebyl stanoven.

FT-IR (cm™): 3300 — 2500 (bw), 3004 (w), 2920 (s), 2852 (s), 1709 (s), 1583
(s), 1524 (m), 1410 (s).

8.6.2 Obecny postup pro syntézu nanocastic
Do trojhrdlé banky bylo navazeno 1,8 g (2,0 mmol) cCerstvé pfipraveného

oleatu zelezitého, dale 10 g rozpoustédla (oktadec-1-en nebo oktadec-1-
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en/dokosan 2/3; viz Tabulka 7) akyselina olejova (0,35 cm?3;1,10 mmol).
Reak¢ni smés byla nejprve odplynéna pod vakuem po dobu 30 min. Nasledné
byla banka sreakéni smési v inertni atmosféfe nebo probublavana inertnim
plynem (viz Tabulka 7) vlozena do topného hnizda, nastavena rychlost ohievu

a reak¢ni doba u jednotlivych reakci dle udaja v Tabulka 7.

Cisténi reakéni smési probihalo nékolikanisobnym promytim smési
rozpoustédel hexan/aceton v poméru 1/5-2 (viv; 4x30 cm?®). Produkt byl

uchovan v hexanu (1 cmd).
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Tabulka 7:Reakéni podminky jednotlivych syntéz SPION.

Vohrev . t t produkt
. 1, Tozpoustédlo argon _ 3
[°C-min™] [°C] [min] [mg-cm™]
8 oktadec-1-en bubl. 280 60 100/0,13
8 oktadec-1-en bubl. 280 60 197/0,13
8 oktadec-1-en bubl. 280 60 156/0,13
5 oktadec-1-en atm. 340 60 X
5 oktadec-1-en atm. 340 25 X
5 oktadec-1-en atm. 340 20 X
5 oktadec-1-en atm. 340 40 X
5 oktadec-1-en atm. 340 60 X
5 oktadec-1-en atm. 340 120 X
5 oktadec-1-en bubl. 340 20 X
5 oktadec-1-en bubl. 340 40 X
5 oktadec-1-en bubl. 340 60 X
5 oktadec-1-en bubl. 340 120 X
X
5 oktadec-1-en/ bubl. 360 20
dokosan
X
5 oktadec-1-en/ bubl. 360 40
dokosan
X
5 oktadec-1-en/ bubl. 360 60
dokosan
X
5 oktadec-1-en/ bubl. 360 120
dokosan
2 oktadec-1-en bubl. 340 20 X
2 oktadec-1-en bubl. 340 40 X
2 oktadec-1-en bubl. 340 60 #
2 oktadec-1-en bubl. 340 120 X
2 oktadec-1-en bubl. 340 60 X
2 oktadec-1-en bubl. 320 120 165/0,3
2 oktadec-1-en bubl. 340 120 X

bubl. =reak¢ni smés byla probublavana argonem

atm. = reakce probihala pouze pod argonovou atmosférou
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9. PRIPRAVA NOSICOVYCH SYSTEMU PRO
IN VITRO A IN VIVO EXPERIMENTY

9.1 Inkorporace doxorubicinu do nosi¢ového systému na bazi
hyaluronanu hydrofobizovaného zbytky kyseliny olejové

a znaCeného cypate

HA-cypate-C18:1 (150 mg; vychozi My, = 15 000 g-mol™, SS¢ypae = 0,7 %;
SScis:1 = 10 %) byl za stalého michani rozpoustén v demineralizované vod¢ (15
cmq®) po dobu 1 h. Do roztoku byl dale piidan doxorubicin (15 mg) rozpustény
v chloroformu (2 cmd®). Vyslednd smés byla nejprve sonikovana (pulsni
sonikace, 15 min, 200 W, amplituda 65 %, cyklus 0,5 s) do dosazeni homogenni
smési, poté odpatena na RVO do podoby tenkého filmu, ktery byl rehydratovan
demineralizovanou vodou (15 cm?®). Neinkorporvany doxorubicin byl odstranén
filtraci ptes 1,0 um sklenény filtr. Filtrat byl zamrazen na —20 °C a lyofilizovan.
Hydrodynamicka velikost PM byla 103,9 nm s polydisperzitou 0,5. Mnozstvi

inkorporovaného doxorubicinu bylo stanoveno 7,5 hm. %.

9.2 Inkorporace doxorubicinu a SPION do nosi¢ového systému
na bazi hyaluronanu hydrofobizovaného zbytky kyseliny

olejové a znaCeného cypate

HA-cypate-C18:1 (150 mg; vychozi My, = 15000 g-mol™?, SS¢ypae = 0,7 %;
SScig1 = 10 %) byl nejprve rozpoustén v demineralizované vodé (15 cm?), do
roztoku byly poté postupné piidany SPION obalenych kyselinu olejovou
(zakoupeno u Sigma-Aldrich) o primérné velikosti 5 nm (2 mg) a doxorubicin
(20 mg) v chloroformu (5 cm?®). Vysledna smés byla nejprve sonikovéana (pulsni
sonikace, 15 min, 200 W, amplituda 65 %, cyklus 0,5 s) do dosazeni homogenni
smési apoté odpaiena (RVO) do sucha a nésledné¢ rehydratovana

demineralizovanou vodou (15 c¢m?®). Neinkorporované latky byly odstranény
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filtraci ptes 1,0 um sklenény filtr a vysledny roztok byl zamrazen a lyofilizovan.
Hydrodynamicka velikost PM byla 104,6 nm s polydisperzitou 0,2. Mnozstvi

enkapsulovaného doxorubicinu bylo stanoveno 6,5 hm. % a SPION 2 hm %.

9.3 Enkapsulace kurkuminu do hyaluronanu modifikovaného
nilskou modfi a zbytky kyselin olejové nebo kapronové

HA-NM-C18:1 (100 mg, vychozi M,, = 16 000 g-mol ™, SS = 10 %), nebo
HA-NM-C6 (100 mg, vychozi M,, = 16 000 g-mol, SS = 52 %) byl nejprve
rozpustén v demineralizované vodé (10 cm?®), poté piidan kurkumin (4 mg)
viPrOH (4 cm® a vSe ponechano michat. Vznikly roztok byl dale pomalu
odpaten na RVO do podoby tenkého filmu, nasledn¢ hydratovan
demineralizovanou vodou (5 cm?®) a nerozpustny neinkorporovany kurkumin byl
odstranén filtraci smési ptes sklenény filtr (1,0 um). Poslednim krokem byla
lyofilizace zamrazeného roztoku. Hydrodynamicka velikost nebyla stanovena.
Mnozstvi enkapsulovaného kurkuminu v HA-NM-C18:1 Dbylo stanoveno
0,62 hm. %, v ptipadé¢ HA-NM-C6 0,45 hm. %.

10. IN VITRO EXPERIMENTY

In vitro experimenty byly provedeny ve spolupraci s vyzkumnou skupinou

Fyziologie buiikky Contipro a.s.

10.1 Testy cytotoxicity hyaluronanu modifikovaného cypate nebo
cypate a retézci kyseliny olejové

Buné¢na linie mysich fibroblasti Swiss 3T3 byla kultivovana v Dulbeccoem
modifikovaném Eaglovu médiu (DMEM) doplnéném 10% fetalnim bovinnim
sérem v atmosfére 5% CO,, pi1 37 °C. Po dosazeni 80% konfluence byly buiky
pasazovany a naockovany do 96-jamkovych desticek pii hustoté 3x10°
buné¢k/jamka a ponechany rlist pies noc. Nasledné bylo odstranéno kultivacni
médium a buiiky byly oSetieny 0,20 cm?® média obsahujicim 500, 250, 100 nebo
10 pg-cm2 HA-cypate (My = 15000 g-mol™?, SSeypae =0,7 %) nebo HA-
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cypate-C18:1 (M,, = 15000 g-mol™?, SSeypate = 0,7 %; SScig1 = 10 %). Po
inkubacni dobé 24, 48 a 72 h byl do kazdé jamky piidan 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid (0,02 cm?, ¢ =5 mg-cm™®) a buiiky byly
inkubovany dalsi 2,5 h. Poté byla provedena lyze fibroblasti za pomoci
iPrOH/DMSO (1/1, viv; 0,22cm®) a Triton X-100 (10% roztok ve vodg).
Absorbance byla métfena cteCkou mikrodesticek (VersaMax) pii referencni

vlnové délce 570 nm a zkuSebni vinové délce 590 nm.

10.2 In vitro testovani vstupu nosicovych systémii
s inkorporovanym kurkuminem do bunék

Lidské dermalni fibroblasty (NHDF) byly nejprve kultivovany v séru
doplnéném DMEM. NHDF buiiky byly nasledné¢ inkubovéany s roztoky
nosi¢ovych systému s inkorporovanym kurkuminem na bazi HA-NM-C18:1 (c
= 250 ug-cm3) nebo HA-NM-C6 (300 pg-cm®) pii 37 °C po dobu 30 min.
Koncentrace roztokl nosicovych systémil byly vztaZzeny na obsah kurkuminu.
Vstup nosiCovych systémii do bunék byl pozorovan prostiednictvim
konfokalniho mikroskopu TCS SP8 X Leica Microsystems GmbH pii excitaci
kurkuminu zafenim o vinové délce 405 nm (UV laser), v ptipadé nilské modii
zatenim o vlnové délce 620 nm (bily laser) a za pouziti emisnich filtrii v rozsahu

vinovych délek 415-485 nm pro kurkumin a nilskou modi 645-720 nm.

10.3 In vitro testovani penetrace hyaluronanu modifikovaného
nilskou mod¥i a zbytky Kkyseliny olejové kiiZi

In vitro experimenty s kuzi byly provedeny podle pokyni OECD ve
Francovych celach s pouzitim praseci kiize z usnich boltcii o tloustce ptiblizné
1 mm. Receptor byl vzdy naplnén 0,1M PBS (pH 7,4) udrzovanym pii 37 °C,
vzorek kizZe byl upnut mezi donorem a receptorem, ptfi¢emz stratum corneum
(nejsvrchnéjsi vrstva pokozky) sméfovalo nahoru a ptredstavovalo difuzni plochu
1 cm?. Po 30 minutové ekvilibraci byly jednotlivé donory naplnény roztoky HA-
NM-C18:1 (0,5 cm?®) o riiznych koncentracich (0,25; 0,5; 1,0 a 5,0 mg-cm™3).
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Po 20 hodinéach aplikace byly Francovy cely demontovéany, kize byla promyta
PBS, zamrazena a nafezana pro dals$i mikroskopické vySetieni. Penetrace latky
kazi byla pozorovana prostfednictvim konfokalniho mikroskopu Leica TCS SP8
X pfi excitaci nilské modii zafenim o vinové délce 620 nm (bily laser)
a za pouziti emisnich filtrd v rozsahu vinovych délek pro nilskou modi 645—
720 nm.

11. IN VIVO EXPERIMENTY

Veskeré pokusy na zvifatech byly provedeny ve spolupraci s Ustavem
biofyziky AV CR/FNUSA-ICRC Brno v souladu s jejich pokyny a etickymi

zasadami.

11.1 Biodistribuce hyaluronanu modifikovaného cypate a retézci
kyseliny olejové ve zdravych modelovych mySich

Biodistribuce derivatu HA-cypate-C18:1 (SScypae = 0,7 %; SScis1 = 10 %;
vychozi HA M, = 15,000 g-mol?) byla testovana na modelovych mysich typu
Balb/C. HA-cypate-C18:1 (3,6 mg) byl nejprve rozpustén v 1cmd0,1m
fosfatového pufru aroztok sterilizovan filtraci (0,22 pm). Pfipraveny roztok
(0,1 cm®) byl aplikovéan intraven6zné dvéma modelovym mySim Balb/C (pod

narkdzou) a byla pozorovana jeho fluorescence in vivo po dobu 15 dnt.

11.2 Testovani biodistribuce a protinadorového ucinku derivatu
hyaluronanu modifikovaného cypate a retézci kyseliny
olejové a nosiCovych systémii z néj pripravenych
v modelovych zviratech s nehmatnym prsnim nadorem.

Samic¢kam mysi Balb/C byly ortotopicky podany 4T1 luc bunky a prsni nador
byl ponechén rist po dobu dvou tydnd. Po uplynuti dané doby byly mysi
rozdéleny do tfech skupin (1 skupina = 3 zvifata). Jednotlivym skupindm mysi
byl 14., 21. a 28. den ristu nadoru intraven6zné podan 1 mg vybrané latky nebo

nosi¢ového systému v 0,1 cm?® 0,1m PBS (sterilizace provedena filtraci 0,22 um)
nasledovné: HA-cypate-C18:1 (1. skupina), HA-cypate-C18:1
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s inkorporovanym doxorubinem (2. skupina) a jako posledni HA-cypate-C18:1
s inkorporovanym doxorubinem a SPION (3. skupina). Po dobu 35 dni byla
vyhodnocovana radiance zafeni in vivo, poté byly mySi utraceny a byla

porovnana hmotnost naddoru a sleziny v jednotlivych skupinach.

Ve vSech piipadech mysi s nddorem (4T1 luc buiky) bylo podani
fluorescenéné znafenych polymernich micel po 15 minutdch nésledovéano
intraperitonealni injekci luciferinu (3 mg v 0,200 cm® 0,1M PBS/zvife) pro udely

detekce a kontroly nddorti pomoci luminiscence.

Veskeré in vivo neinvazivni zobrazovaci analyzy byly provedeny na piistroji
IVIS Lumina XR Series Il za pouziti excitaéniho zafeni o A =640, 675, 710

a 745 nm. Emise zareni byla detekovana pomoci ICG filtru.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Na zacatku diskuzni ¢asti je nutno zminit, Ze ndplil disertani prace byla
stanovena Vv souladu se strategickymi cili ¢eské farmaceutické firmy Contipro.
Hlavnim naplni piedloZzené prace bylo nalézt vhodny zptsob modifikace
hyaluronanu pro ptipravu teranostik. Syntéza derivati HA byla provedena, aby
chovani a biodistribuci HA derivati a dale nosi¢ovych systémt z nich
pfipravenych bylo mozné monitorovat v biologickych systémech (in vitro
a zejména In Vivo) za vyuziti optickych zobrazovacich metod. Pfevazna vétsina
syntéz, krom¢ ptipravy SPION, byla provedena zptuisobem spadajicim pod
patentovou ochranu firmy Contipro, nebo bylo ptfipravu latek mozné nové

patentovat.

Vzhledem k rozmanitosti napIn¢ disertacni prace se nabizelo pfistupovat ke
¢lenéni kapitol nékolika zptisoby. Po zvazeni byl zvolen pfistup K ¢lenéni textu
zohlednujici postup od piipravy materialu (zejména modifikovaného HA), dale
In vitro testovani ptipravenych latek a v ramci problematiky teranostik jsou také
popsany in vivo experimenty. Rozdéleni kapitol dle potencidlni aplikace
ptipravenych latek pro ucely piipravy teranostik, dale nosiCovych systému
astudia jejich dermalni penetrace nebo vstupu do bunék by nutné vedlo

Kk nestastnému opakovani n¢kterych pasazi, napiiklad popisu syntéz.

Prvni kapitola se zabyva modifikaci hyaluronanu, zejména ptipravou
fluorescencnich a hydrofobizovanych derivatu HA. Samostatnou Casti je syntéza
a charakterizace SPION na povrchu modifikovanych kyselinou olejovou.

V posledni kapitole jsou stru¢né komentovany vysledky biologického testovani.
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12. SYNTEZA DERIVATU HYALURONANU

S ohledem na uvazované aplikace HA derivatl v biologickych systémech byl
ve vSech pripadech zvolen piistup k modifikaci HA prostiednictvim
hydroxylovych skupin, tedy bez funkcionalizace karboxylovych skupin HA tak,
aby byl zachovan polyaniontovy charakter biopolymeru a dale schopnost
receptorového rozpoznani (receptor CD44) hyaluronanu Vv biologickych
syst¢émech. Mozné nevyhody modifikace karboxylové funkce HA jsou
podrobnéji  diskutovany Vv teoretické  ¢asti  (kapitola 4.1). Z ddvodu
komplikovaného systematického ndzvoslovi derivati hyaluronanu jsou v tomto
textu pro nazvy latek pouzity zkratky (viz seznam zkratek) korespondujici
s modifikaci polysacharidu urcitou latkou (naptiklad oznaceni pro hyaluronan
HA modifikovany fluorescencéni latkou cypate je HA-cypate; hyaluronan

modifikovany cypate a fetézci kyseliny olejové HA-cypate-C18:1).

12.1 Fluorescenc¢ni znaceni hyaluronanu

Mezi vhodné kontrastni latky vyuZivané pro piipravu teranostik, tedy
nosi¢ovych systému s terapeutickou a diagnostickou funkci, patii fluorescenéni
latky. V ptipad¢ teranostik se jednd zejména o barviva absorbujici a emitujici
zateni v blizké infraCervené oblasti (NIR), jez je charakteristické hlubsi
penetraci tkdnémi oproti zafeni o kratSich vinovych délkach. Navazani
fluorescencni latky k polymernimu fetézci HA je poté jednou z moznosti, jak
studovat chovani hyaluronanu a jeho derivati v biologickych systémech in vitro
nebo neinvazivné in vivo pomoci optickych pfistroji (konfokalni mikroskop,

preklinické optické zobrazovaci pfistroje a jingé).

12.1.1Syntéza fluorescencni cypate
Pro ptipravu teranostik, jejichz zakladem je polysacharidovy fetézec HA, byla
vybrana NIR fluorescencni latka cypate. Z diivodu vSeobecné vysoké ceny NIR

fluorescencnich latek, poptipadé komercni nedostupnosti latek, bylo nutno
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vybrané heptamethinové cyaninové barvivo cypate nejprve piipravit dle postupu

popsaného v literatufe.!*®

Prvnim krokem ptipravy byla kvarternizace 1,1,2-trimethylbenz[e]indolu

kyselinou 3-brompropanovou, jak je uvedeno na Schéma 11.

Schéma 11
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Ve druhém kroku syntézy cypate byl jako prekurzor pentatrienové spojky
pouzit N-((1E,3E,5E)-5-(fenylimino)penta-1,3-dienyl)benzenamonium-chlorid,
ktery byl nejprve acetylovan za vzniku intermediatu 2, a poté reagoval za
podminek uvedenych na Schéma 12 s 1,1,2-trimethyl-3-(2-karboxyethan-1-yl)-
[1H]-benzol[e]indolium-bromidem (1), kdy produktem reakce byla pozadovana

latka cypate (3).
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Byly taktéz provedeny pokusy o piipravu tzv. H-cypate,'* jez obsahuje ve
své struktufe pouze jednu karboxylovou skupinu (Obrazek 24). Vyuziti H-
cypate pro modifikaci HA by bylo vyhodnéj$i z divodu zamezeni sitovani
fetézcl HA reakci dvou karboxylovych skupin HA s jednou molekulou latky
cypate. H-cypate byl syntetizovan stejnym zpisobem jako cypate, avSak za
pouziti polovicniho mnozstvi latky 1 v reakéni smési tak, jak bylo uvedeno
v publikovaném literarnim postupu. Produktem reakce byla vsak v né¢kolika
opakovanych pokusech vzdy pouze latka cypate (3), jejiz vznik byl potvrzen za
pomoci NMR a ESI-MS.

H-cypate

Obrazek 24: Strukturni vzorce barviv cypate a H-cypate.
12.1.2Modifikace hyaluronanu latkou cypate

Dalsim krokem byla ptiprava hyaluronanu s chemicky vazanym cypate (HA-
cypate). Cypate obsahuje ve své struktuie dvé karboxylové skupiny, jez jsou
vhodné pro navazani k polymernimu fetézci HA prostiednictvim esterové vazby.
Jednim z omezeni modifikace HA je vSak nemoZznost pouziti silnych, zejména
anorganickych kyselin i zasad, a to z divodu nezadouciho §té€peni polymerniho
fetézce HA na mensi fragmenty, coz vede k vyraznému snizovani molekulové
hmotnosti. Proto bylo pristoupeno k modifikaci hydroxylovych skupin HA
riznymi reaktivnimi funkénimi derivaty karboxylovych kyselin, pfipravenymi

Z tzv. aktivacniho ¢inidla a karboxylové skupiny.

Jako prvni byla vyzkouSena metoda patentovéna firmou Contipro, jejiz

podstatou je vyuziti Yamaguchiho reagentu (2,4,6-trichlorbenzoylchloridu),t*
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nebo dale také jeho levn&jsiho analogu benzoylchloridu.!**1%! Bylo popséno, ze
plisobenim zminénych aktivacnich ¢inidel v pfitomnosti baze (TEA, DIPEA) a
katalyzatoru DMAP na karboxylovou skupinu dochézi ke vzniku smésného
anhydridu, ktery je mozno dale pouzit pro navazani zbytku karboxylové
kyseliny na fetézec HA. Mezi dalsi vyzkousena aktiva¢ni ¢inidla (Obrazek 25)
patii ethyl-chlorformiat, nebo N,N,N',N'-tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl)uronium-
hexafluorfosfat (HSTU). Pouziti ani jednoho ze ¢tyt zminénych aktivacnich

¢inidel nevedlo ke vzniku derivatu latky cypate a jeho navazani k HA.

Ccl O 0
o Ot
Cl Cl

Yamaguchiho reagent benzoylchlorid

\fl\l/
[ PFg
o
0=N-_0
CI)I\O/\ V

ethyl-chlorformiat HSTU

Obrazek 25: Aktivacéni Cinidla karboxylovych skupin.

HA-cypate se podafilo pfipravit az za pouziti N,N-karbonyldiimidazolu
(CDI, systematicky di-(1H-imidazol-1-yl)methanon). CDI se fadi mezi velmi
reaktivni aktivacni ¢inidla, jeZ reaguje s karboxylovymi skupinami v bezvodém
prostfedi za vzniku velmi reaktivniho intermediatu N-acylimidazolu.® Pii reakci
uvedené na Schématu 13Schéma 13 dale dochdzi k odstépeni jedné molekuly
imidazolu a CO,. N-acylimidazol mize byt dale atakovan riznymi nukleofily.
Piikladem takovych nukleofili mohou byt aminy, kdy jiz pti laboratorni teploté

dochazi ke vzniku amidické vazby, ¢ehoZ lze vyuzit pro syntézu peptidi. 151152

CDI mize byt také pouzit pro piipravu ester.'>31>*
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Schéma 13
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Uspésna aktivace karboxylové skupiny cypate tedy byla provedena jeho
reakci s CDI. V idedlnim ptipad€ dochazi ke vzniku aktivniho intermediatu 4
s aktivovanou pouze jednou karboxylovou skupinou (Schéma 14). V piipadé
aktivace obou COOH skupin by pak obé mohly reagovat s HA a mohlo by
dochézet k nezddoucimu sitovani polymernich fetézcl. Za Ucelem zamezeni
nezadouci aktivace obou karboxylovych skupin v molekule cypate byla pro
reakci pouzita pouze polovina ekvivalentu CDI (tedy jeden ekvivalent ve vztahu
k jedné COOH skupin€), coz statisticky snizuje moZznost aktivace obou

karboxylovych skupin latky cypate.

Schéma 14
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Pro potvrzeni vzniku cypate s aktivovanou karboxylovou skupinou byly
provedeny pokusy o izolaci meziproduktu 4 =za vyuziti sloupcové
chromatografie. Timto zpusobem vSak dosSlo k izolaci pouze vychozi latky
cypate. Netspéch izolace mize byt zpusoben nejspise rychlym rozkladem latky
4 na koloné. RovnéZ je mozné, ze intermediatu ve Smési vznikalo velmi malé
mnozstvi. Z téchto dlivodl bylo sledovani vzniku aktivovaného derivatu cypate
provedeno pomoci pfimého méifeni NMR spekter reakéni smési. Do NMR

kyvety byl napipetovan cypate rozpustény v deuterovaném DMSO a nasledné
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CDI. P0 0,5, 1, 2, 4, 6 a 24 h od piidavku CDI byla zmé&iena *H NMR spektra.
Jednotliva spektra méfeni v Case jsou uvedena na Obrazku 26. V porovnani
s ptivodnim spektrem latky cypate, ve kterém mulZzeme pozorovat signaly
methylenovych skupin pti 6 = 2,8 a 4, 5 ppm, se v této oblasti ve spektru reakcéni
smési objevily dva nové intenzivni signaly pii 6 = 3,6 (a) a 4,6 (b). Dale byly ve
spektru reak¢éni smési pozorovany Siroké signaly s nizkou intenzitou v oblastech
0 =3,7(a’) a3,3-3,5a4,2-3,9 ppm. Intenzita té€chto signalti se zvySovala v Case
na ukor signall pti 6 = 3,6 a 4,6 ppm. Tyto pozorované¢ zmény v NMR spektrech
mohou indikovat vznik pozadovaného derivatu cypate (4) pies nékolik
meziproduktti reakce.'®31°* Pro piifazeni signalii ke struktufe meziproduktt bylo
provedeno taktéz méfeni COSY NMR spekter, kterd v§ak vyrazn€ nenapomohla
k identifikaci latek v reakéni smési. Dle *H NMR spekter se jako vhodny &as
aktivace karboxylové skupiny cypate jevi 2 h. Po 2 h nedochazelo jiz ke vzniku

novych signalti nebo vyraznému nartistu intenzity pozorovanych signald.
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Obrazek 26: Monitorovani reakce cypate a CDI v ¢ase pomoci NMR.

Stejnd métfeni byla provedena u reakénich smési, kdy k cypate byla pfidany
Yamaguchiho reagent, benzoylchlorid nebo HSTU. V téchto ostatnich piipadech
nebyly v NMR spektrech pozorovany nové vznikajici signaly, coz vysvétlilo

neuspésnost pripravy HA-cypate s témito aktivaénimi ¢inidly.
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Prvni pokusy o ptipravu hyaluronanu chemicky modifikovaného latkou
cypate (HA-cypate) za ucasti CDI byly provedeny tak, ze reakéni smés s cypate
a CDI vDMSO byla ptfidana k roztoku hyaluronanu ve vodé. Konecnym
produktem reakce byl bezbarvy lyofilizat, pricemz byl o¢ekavan vznik zeleného
produktu. Na zakladé tohoto vysledku bylo usouzeno, ze se jedna pouze
0 nemodifikovany vychozi hyaluronan, coz bylo nasledné potvrzeno H NMR
spektroskopii. Z divodu nezdafilé syntézy bylo vodné reakcni prostiedi
zménéno na DMSO. Pro docileni pozadované rozpustnosti HA v DSMO byl
nejprve hyaluronan sodny preveden na kyselinu hyaluronovou (HAH) vyménou

Na* iontd za H" pomoci komeréné dostupného katexu (Schéma 15).

_ katex Tulsion { &/
8h,6°C

K takto pripravené HAH rozpusténé v DMSO byla v dalsi reakci pridana

Schéma 15

ONa

reakcéni smés cypate a CDI v DMSO (Schéma 16). Reakce byla provadéna pti
60 °C z dtvodu lepsi rozpustnosti HAH o rtiznych molekulovych hmotnostech
(My =6 000-105 000 g-mol™) v DMSO. Pro zpétny zisk polymeru ve formé
soli hyaluronanu byl produkt pii purifikaci dialyzovan proti roztoku soli
NaHCO;. Jako nepiimy dikaz zisku HA ve formé sodné soli byla testovana
rozpustnost ziskaného produktu v DMSO. Na rozdil od vychozi kyseliny
hyaluronové, nebyl tento produkt v DMSO rozpustny, z ¢ehoz bylo usouzeno, ze

se jedna o sodnou sl HA.
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Schéma 16

) 1. imidazol, DMSO, 2 h, 60 °C
27 2.dialyza 0,5% NaHCO; + 0,5% NaCl

HAH HA-cypate

Charakterizace produktu byla nejprve provedena pomoci NMR technik.
Typické H NMR spektrum HA-cypate je znazorn&no na Obrazku 27.
Vzhledem k nizké intenzit¢ signalu v oblasti 7,0-8,4 ppm nebylo mozné
jednozna¢né pfifadit signdly aromatickych vodiki cypate. Nedostate¢né
rozliSeni signali v aromatické oblasti mohlo byt zpisoben0 nizkym stupném
substituce HA latkou cypate a nejspiSe také mirn€ riznym chemickym okolim
cypate Vv zavislosti na tom, ve které Casti fetézce je latka navdzana, coZ mohlo
zpisobit rozSifeni signadlll. Nicméné, signal jedné z methylenovych skupin
cypate byl nalezen pfi 3,0 ppm a porovnanim integralni intenzity se signaly pii
0 =4,6-4,4 HA (2H, HA anomerni) byl vypocitan stupen substituce 0,7 %. U
ostatnich signalt, pochazejicich z vodikd methylovych a methylenovych skupin

je ptedpokladan jejich ptekryv signaly HA.
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Obrazek 27: *H NMR spektrum HA-cypate (D20).

Pro dosazeni vysSiho stupné substituce latkou cypate byly zkoumany rizné
podminky reakce, a to v pfitomnosti n€kolika organickych bazi jako je TEA,
DIPEA nebo N-methylmorfolin. Ve vSech piipadech doslo ke vzniku produktu,
avSak pritomnost baze, pfipadné také zmeéna reakéniho casu nikdy vyrazné
nezvysila stupenn substituce HA latkou cypate (viz Tabulka 3). Pro interni
potieby firmy byly pro piipravu modifikovaného produktu kromé HA s
Mw= 15000 g-mol? vyuzity i HAH o M,, Vrozmezi M, =6 000-105 000
g-molt v mnozstvi 0,1-1,5 g. Ve vsech téchto piipadech bylo dosaZeno stupné

substituce pod 1 %.

Jelikoz 'H NMR spektrum nepotvrdilo jednozna¢né& kovalentni vazbu mezi
cypate a HA, byl zptisob navazani cypate na HA dale zkouman pomoci DOSY
NMR (Obrazek 28). Vzhledem k vyraznému rozdilu mezi difiznimi koeficienty
nizkomolekularnich organickych sloucenin a polymert s vysokou molekulovou
hmotnosti, jako je hyaluronan, mize DOSY spektrum snadno odhalit pfitomnost
nizkomolekuldrnich slozek, které nejsou kovalentné¢ vazany na HA. DOSY
experimenty ovsem ukazaly podobné difizni chovani vSech signalti v oblasti

mezi 6 =1,0 a 9,0 ppm. Toto pozorovani silné¢ podporuje hypotézu, ze vSechny
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protonové signaly v této oblasti patii k jednomu strukturnimu komplexu. Zda se

tedy, ze mezi cypate a HA existuje velmi pevna, pravdépodobné kovalentni

vazba.
cypate
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Obrazek 28: DOSY spektrum HA-cypate (D20).

Jako dalSi bylo po modifikaci HA latkou cypate bylo pfi excitaci 665 nm
naméfeno maximum emise HA-cypate pii 699 nm (spektrum je uvedeno jako
Pfiloha 1). Méfeni v oblasti delSich vinovych délek nebylo mozno z dtvodu
omezeni rozsahu méfitelné emise zafeni piistrojem do 800 nm. Nasledné byla
provedena nezavisla analyza za pouziti gelové permeacni chromatografie. Byly
pouzity tfi detektory, fotometr pro méfeni vicethlového rozptylu svétla
(MALLYS), diferencialni refraktometr (RI) a UV/Vis detektor s nastavenim
A=665nm pro absorpci zafeni latkou cypate. V uvedeném vyifezu
chromatogramu (Obrazek 29) lze pozorovat zaznamy ze vSech tii detektort. Z
tvaru kiivek Ize usoudit, ze dochazi k eluci pouze jedné latky. Mirny posun
maxim kiivek je zptisobem postupnym prichodem vzorku detektory, jez jsou
zapojeny sériove. Vzhledem k velmi rozdilnym molekulovym hmotnostem HA
(15000 g-mol™) a latky cypate (624 g-mol™) by v piipadé pfitomnosti pouhé

fyzikalni smési téchto dvou latek nedoslo k eluci pouze jedné latky, coz by se
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projevilo dvéma maximy na pozorovanych kiivkach. Rovnéz by nedoslo k
synchronni detekci eluované latky UV/Vis detektorem pii A = 635 nm, ktery
mefi absorpci chromoforu cypate (samotny HA neabsorbuje zareni pii této
vlnové délce) a ostatnimi detektory. Pro zisk nepifimého ditkkazu vazby mezi HA
a cypate by bylo zajimavé taktéz porovnat vySe popsané vysledky s méfenim
pouhé fyzikalni smési HA a cypate. Avsak zminénou smes nebylo mozné ve

vodném prostiedi ptipravit, jelikoz cypate je nerozpustny ve vode¢.

relativni stupnice

: t [min]
— UVNis — MALLS R

Obrazek 29: Vyiez zaznamu chromatogramu z GPC; MALLS cervena kiivka, RI
modra kiivka, UV/Vis zelena kiivka.

Nejsilngjsi dukaz kovalentni vazby cypate na HA polymer byl ziskan za
vyuziti UPLC-MS techniky. HA-cypate byl nejprve Stépen bakteridlni
hyaluronidazou SpHyl po dobu 8 h. Jedna se o enzym, ktery se fadi mezi lyazy
astépi vazbu P(1—4) v hyaluronanu, coz vede k tvorbé nenasycenych
disacharidii hyaluronanu (HA) s kyselinou glukuronovou na neredukujicim
konci. Enzym byl také schopen stépit HA-cypate (M, = 15000 g-mol™?).
Vznikly produkt enzymatické degradace byl separovan pomoci UPLC
a modifikace hyaluronanu latkou cypate byla potvrzena nalezenim fragmentu
(elucni doba 4,52 min) S piesnou hmotnosti odpovidajici oCekavanému produktu

enzymatického rozkladu modifikované HA, tedy disacharidové jednotce nesouci
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skupinu cypate (AHA2-cypate; CssHsgN3O14; m/z (vypocitano) = 984,3919; m/z
(naméfeno) = 984,3951; chyba = 3,25 ppm). Tandemova spektra nenasyceného
cypate-modifikovaného disacharidu hyaluronanu (Obrazek 30) potvrdila
pritomnost cypate modifikace na N-acetyl-D-glukosaminové jednotce.
Nejintenzivngjsi signaly v MS/MS spektru (Obrazek 30) v negativnim modu lze
prifadit AHA2-cypate bez nenasycené glukuronové jednotky (cypate-GICNAC,
m/z (vypocitano) = 808,3603; (namétfeno) = 808,4622) a mononenasycené
kyseliné ~ glukuronové  (AGIcA, m/z (vypocitano) = 175,0248; m/z
(naméfeno) = 175,0585). Navic dva fragmenty mohou byt vysvétleny jako
rezidua latky cypate (m/z (vypocitano) = 623,2915, m/z (naméfeno) = 623, 3033
a (m/z (vypocitano) = 551,2704; m/z (naméfeno) 551,2785). Posledni fragment
pravdépodobné odpovida dvojndsobné nenasycené kyselin¢ glukuronové (m/z
(vypocitano) = 157,0142; m/z (naméteno) = 157,0248). Na Obrazku 31 jsou
znazornény vSechny predpokladané struktury vzniklé fragmentaci AHA2-cypate
(m/z = 984,3919). Na zakladé¢ naméfenych dat lze tedy opravnéné uvazovat
0 pfitomnosti cypate-modifikovanych disacharidovych fragmenti hyaluronanu v
produktu enzymatického S$tépeni vzorku derivatu HA-cypate. S nevétsi
pravdépodobnosti to rovnéz svéd¢i o kovalentni vazbé mezi chromoforem
cypate a HA polymerem modifikovaném produktu ptipraveném reakci za

vyuziti CDI.
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Obrazek 30: ESI-MS spektrum fragmentace disacharidu HA s vazanou latkou cypate.
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Obrazek 31: Piedpokladané struktury vzniklé fragmentaci AHA2-cypate.
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Z vysledkli vSech provedenych analyz lze usuzovat, ze doSlo k navazani
cypate pomoci esterové vazby s hydroxylovymi skupinami HA. Doposud nebylo
uplné potvrzeno, které hydroxylové skupiny HA podléhaji modifikaci. Z vySe
komentovaného rozboru MS spektra hydrolyzatu modifikované HA je vSak
patrné, ze k modifikaci dochazi na glukosaminové jednotce. Z divodii
sterického branéni pak lze piedpokladat, Ze dochdzi ptevazné¢ k vazbé
na primarni hydroxylové skupiny na uhliku C6, coz rovnéz naznacuje racionalni
interpretace fragmentu o m/z 808,3673 (tento fragment mize vzniknout pouze

za predpokladu pfitomnosti intaktni C3—OH skupiny HA).

Co se tyCe doposud v literatuie popsanych NIR fluorescenéné znacenych HA
derivatl, v ptipadé HA znadené Cy5.5'%01%" 3 Cy7.58! byl vznik pozadované
latky autory dokladan napiiklad pouze pomoci UV/Vis spektroskopie. I kdyz se
jedna o Clanky publikované v renomovanych casopisech s velmi vysokym
impaktovym faktorem, absence charakterizace derivatu hyaluronanu pomoci
metod instrumentdlni strukturni analyzy, jako je napiiklad NMR, mize vést

k pochybnostem o vzniku pozadovanych latek.

12.2 Priprava derivatu HA modifikovaného nilskou modri

Pro tcely studia derivatd HA v biologickych systémech in vitro (primarné pro
studium dermalni penetrace, nebo dale vstupu nosicovych systémii do bunck)
byl ptipraven hyaluronan s kovalentné vazanou nilskou modii (HA-NM). Volba
dané fluorescen¢ni latky nebyla ndhodnd. Jednd se o analog barviva nilska
Cerven, ktera je v literatufe popsana Vv souvislosti s in vitro testovanim penetrace
nosicovych systému kizi.1>>1% Obg dvé fluorescenéni latky patii mezi derivaty
benzofenoxazinu (Obrazek 32) a jsou casto vyuzivany taktéZz v molekularni
biologii.®"1%® Vyuziti nilské ¢ervené pro modifikaci HA je velmi obtizné, jelikoz
uvedené barvivo ve své chemické struktute neobsahuje vhodnou funkéni
skupinu, snadno vyuzitelnou pro navazani k biopolymeru. Oproti tomu nilska

modfi nabizi ve své struktufe primdrni aminoskupinu. Priméarni aminoskupinu
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nilské modfi lze vyuzit naptiklad k modifikaci karboxylové funkce HA za
vzniku amidové vazby. To je ovSem s ohledem na pozadované zachovani
volnych karboxylovych skupin nezadouci. Z téchto diivodl byla zvolena metoda
reduktivni aminace oxidované formy HA dle postupu patentovaného

a publikovaného v odbornych &asopisech firmou Contipro,t17:159.160

o —
/)' © © /;N"Q:O ‘ NH,
nilska Cerven nilska modf
Obrazek 32: Strukturni vzorce nilské Cerveni a nilské modii.
12.2.1Priprava oxidované formy hyaluronanu

Prvnim krokem pfipravy hyaluronanu modifikovaného nilskou modii (HA-
NM) byla syntéza oxidované formy HA (HA-OX) dle mirn¢ modifikovaného
postupu, kdy byla primarni hydroxylova skupina na C6 N-acetylglukosaminu

pfevedena na 0x0 skupinu, pficemz se dle autorti oxidovany hyaluronan nachazi

) 117,159,160

ve vodném prostiedi spise ve formé polyaldehydu (Schéma 17

Schéma 17
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HA

Priprava HA-OX byla provedena u dvou sarzi HA s riznymi molekulovymi

hmotnostmi (viz Tabulka 8). Reakce byly provadény za stejnych podminek,
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vyjma doby reakce, kdy prodlouzenim reakéniho ¢asu o 15 min bylo dosazeno

vyssiho stupné oxidace (SO) v piipadé HA o My, = 26 000 g-mol 2,

Tabulka 8: Priprava HA-OX o riznych molekulovych hmotnostech.

Mw HA |polydisperzita| t MwHA-OX | polydisperzita| SO

[g-mol™] [min] | [g'mol™] [%0]
18 000 * 15 16 000 1,6 5,5
26 000 1,6 15 21500 1,6 6.5
26 000 1,6 30 22 500 15 7,6

*Data o polydisperzité nebyla dostupna.

Pro pfipravu hyaluronanu zna¢eného nilskou modii (HA-NM, kapitola 8.3.2)
byla vybrana HA-OX (16 000 g-mol™?, SO = 5,5 %). Dalsi sarze HA-OX byly
poté vyuzity pro syntézu HA modifikovaného poly(ethylenglykolem) (HA-
PEG, kapitola 8.5.1).

12.2.2Syntéza hyaluronanu znaceného nilskou modri

Druhym krokem syntézy hyaluronanu s vazanou nilskou modii (HA-NM)
bylo jiz samotné navazani nilské modii na oxidovanou formu HA reduktivni
aminaci (Schéma 18).117159180 Pyj tomto typu reakce mohou aldehydy a ketony
reagovat s primarni aminoskupinou za vzniku nestabilniho iminu — Shiffovy
baze, ktery reakci sredukénim c¢inidlem poskytuje sekundarni amin. Pro
ptipravu pozadované latky byla vyzkouSena dvé redukéni Cinidla. Tim prvnim
byl NaBH3;CN a druhym méné toxicka alternativa reduk¢éniho ¢inidla — komplex
boranu s 2-methylpyridinem. V tomto piipad¢ se jako G¢inngjsi redukéni Cinidlo
se osveédc¢il NaBH3CN. Po reakci za vyuziti komplexu boranu s 2-
methylpyridinem doslo ke vzniku modré nerozpustné gelovité srazeniny, kdy
pokusy o jeji purifikaci (napiiklad promyti iPrOH, dialyza) nebo analyzu
selhaly.
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Schéma 18
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Charakterizace fluorescenéniho HA derivatu byla provedena NMR analyzou.
Ackoliv barva kone¢ného produktu byla po jeho purifikaci jednozna¢né modra,
nebyly v *H NMR spektru pozorovany zadné o&ekéavané signaly odpovidajici
vodikiim aromatického skeletu ani vodiklim ethyl vdzanych na atomy dusiku.
Nicméné je znamo, Ze signaly odpovidajici diastereotopickym methylenovym
protonim v poloze C6 casti HA glukosaminu jsou velmi citlivé na
elektronegativitu sousedniho atomu. Pokud je kyslikovy atom na C6 nahrazen
atomem dusiku s mensi elektronegativitou, signaly, jez byly pivodné okolo
hodnot & = 3,8 a 3,9 ppm, se posunou k 6 =2,8 a 3,1 ppm.®® Na Obrazek 33 je
uveden typicky piiklad *H NMR spektra pro HA-NM, kde byly pozorovany
signaly diastereotopickych methylenovych protonti pii vyrazn€ nizSich
hodnotach nez u samotné HA, coz naznacCuje uspéSnou tvorbu pozadovaného
derivatu. Integraci signalt pii 6=2,8 a 3,1 ppm Dbyl stanoven stupen
substituce 0,9 %.
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Obrazek 33:'H NMR spektrum HA-NM (NaOD).

Jako dalSi charakterizace bylo u HA-NM pii excitaci 635 nm naméfeno
maximum emise zafeni pii 675 nm (spektrum je uvedeno jako Piiloha 2). Stejné
jako v ptipad¢ HA-Cypate byla za ucelem ziskani nezavislého dukazu,
indikujiciho tvorbu pozadované HA-NM, pouzita technika GPC se tiemi
detektory (MALLS, RI a UV/Vis A =635 nm). Na Obrazku 34 jsou srovnany
dva chromatogramy produktu. Horni zaznam je z analyzy derivatu HA-NM
a dolni odpovida fyzikalni smési HA-OX a nilské modfi. Pfi srovnani prib&hu
zelenych kiivek, coz jsou zaznamy z UV/Vis detektoru, 1ze uvazovat o tom, ze
reduktivni aminaci doSlo k navazani nilské modii k polysacharidovému fetézci.
V piipad¢ pouhé fyzikalni smési neni zaznamenana absorpce svétla pii A = 635
nm a zelena kiivka nekoresponje se zaznamy z Rl a MALLS detektort, coz
nasvédcuje eluci samotného HA-OX, jez neabsorbuje zafeni o uvedené vinové

délce.
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relativni stupnice

relativni stupnice

— UVNis — MALLS — Rl

Obréazek 34: Zaznam chromatogramu HA-NM (nahote) a HA a nilska modt fyzikalni

smési (dole).

12.3 Hydrofobizace fluorescencnich derivati hyaluronanu

Pro ucely ptipravy amfifilnich derivatd, schopnych agregovat ve vodném
prostiedi a tvofit fluorescenéné znacené nosiCoveé systémy — polymerni micely
(PM), byly HA-cypate a HA-NM dale modifikovany rtiznymi typy fetézct
mastnych kyselin. Razeni nasledujicich kapitol koresponduje s naristajici
délkou alifatického tetézce kyseliny, ktera byla pouzita k modifikaci, a to bez

ohledu na typ pouzité fluorescencni latky pro znaceni HA.

12.3.1Hydrofobizace hyaluronanu kyselinou kapronovou
V tomto piipadé byly piipraveny (Schéma 19) hydrofobizované derivaty

pouze HA-NM za pomoci komeréné dostupného symetrického anhydridu
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kyseliny kapronové (hexanové). Ze strany firmy Contipro nebyl pozadavek na

pripravu HA-cypate modifikovaného fetézci kyseliny kapronové.

Schéma 19
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Z Tabulky 9 lze wvycist zavislost stupné substituce (vypocet je uveden
v experimentalni ¢asti) HA acylovym fetézcem kyseliny hexanové na pouziti
riznych ekvivalentl symetrického anhydridu viuci 1 ekvivalentu hyaluronanu
a také dobé¢ reakce. Pouzitim ekvivalentu anhydridu na 3,2 a prodlouzeni reak¢ni
doby ze 2 na 3 hodiny bylo dosazeno nejvys$siho SS =52 %. Dikazem vzniku
HA-NM-C6 je uvedeno spektrum DOSY jako Ptiloha 3.

Tabulka 9: Piiprava HA-NM-C6 za pouziti riznych ekvivalentd reaktanti.

anhydrid kyseliny hexanové doba reakce SScs
ekv. [h] [9%6]
2,5 3 42
3,2 3 52
4,0 2 46

Derivat HA-NM-C6 se SS =52 % byl déle pouzit pro ptipravu polymernich
micel s inkorporovanym kurkuminem. Ve spolupraci s biology z firmy Contipro
byl studovan transport téchto nosiCovych systémi s modelovou fluorescencni

latkou do vybranych bun¢k (viz kapitola 15.2).

105



12.3.2 Hydrofobizace hyaluronanu kyselinou olejovou.

Druhou volbou modifika¢niho ¢inidla pro pfipravu polymernich micel na bazi
fluorescencné¢ znaceného hyaluronanu byla kyselina olejova (cis-oktadec-9-
enova). V tomto piipadé byl modifikovan HA-cypate i HA-NM. Volba dané
kyseliny vychazela z faktu, Ze hyaluronan modifikovany kyselinou olejovou byl
Vv literatute jiz diive popsan jako velmi vhodny derivat pro pfipravu polymernich

micel 114,150

Ob¢ dv¢ latky HA-cypate i HA-NM byly hydrofobizovany fetézci kyseliny
olejové dle upravené metody, kdy pivodné bylo jako aktivaéni ¢inidlo vyuzivan
Yamaguchiho reagent (2,4,6-trichlorbenzoylchlorid), avsak z dtvodu jeho
vysoké ceny, se zacal pouzivat ve firm¢ Contipro levnéjsi analog
benzoylchlorid.1141%9161 Prynim spoleénym krokem modifikace HA-cypate
I HA-NM byla reakce mezi kyselinou olejovou a benzoylchloridem za vzniku

smésného anhydridu 5 (Schéma 20).

Schéma 20
= 0 i o 9 |
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O —_—
TEA, iPrOH

OH 30 min, 25 °C

Vyuziti benzoylchloridu je velmi efektivni metodou pro aktivaci karboxylové
funkce a néslednou acylaci HA. Nevyhodou, jak Ize pfedpokladat ze struktury
smésného anhydridu, je moznost navazani kteréhokoliv zbytku kyseliny na
fetézec HA. Vzhledem k tomu, Ze hlavnim smyslem této modifikace HA je
zavést do struktury polymeru dlouhé lipofilni fetézce, nejevi se navazani
konkuren¢niho benzoylového zbytku na HA jako vhodné. Tato nezddouci reakce

byla skute¢né pomoci 'H NMR spekter prokdzana diky pozorovani signali
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vodikii nalezejicich benzenovému kruhu benzoylu.!®® Nicméné, stupeti
substituce benzoylem se pohyboval do 1 %. Prestoze je tato mira modifikace
nezaddoucim aromatickym zbytkem z chemického hlediska nepftili§ vyznamna, z
obavy z moznych nezadoucich vlivi na zivy organismus, byla jiz diive
testovana toxicita HA oligomeri modifikovanych benzoylem. Témi to
experimenty bylo prokazano, Zze benzoylovany HA neni cytoxicky, a proto jej
lze povazovat za potencialné¢ vodny pro medicinské, kosmetické a dalsi podobné

aplikace.®!

In situ pfipraveny smésny anhydrid byl dale pouzit pro hydrofobizaci HA-
cypate (vychozi My=15000 g-mol?, SS=0,7%) ve vodném prostiedi
za pouziti rizného stechiometrického poméru (viz Tabulka 5) kyseliny olejové,
TEA av piitomnosti katalyzatoru DMAP (Schéma 22). Hodnoty stupné
substituce, uvedené v Tabulce 10 vypovidaji o tom, Ze se zvySujicim se
pomérem kyseliny olejové (vztaZzeno na 1 ekvivalent disacharidu HA) v reakci

bylo dosazeno vys§iho stupné substituce.
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Schéma 21
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Tabulka 10: Ptiprava HA-cypate-C18:1 s riznym stupném substituce C18:1.

kyselina olejova | SScis:1
ekv. [90]
0,2 4
0,4 5
0,6 8
0,8 8-10
1,0 10-13
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Vznik pozadovaného derivatu byl potvrzen pomoci H NMR spektra
(Obrazek 35) a techniky DOSY (Obrazek 36). V *H NMR spektru (Obrazek 35)
byly kromé signalti pro cypate nové pozorovany signaly v oblasti 6 =5,5-5,3
ppm (CH=CH); 2,4-2,3; 1,5 a 1,4-1,1 ppm (CH,) a 0,8 ppm (CHs), piifazené
uhlovodikovému fetézci kyseliny olejové. Chemické posuny signalt v *H NMR
spektru pro acylovy fetézec zbytku kyseliny olejové v pripadé noveé
piipraveného HA derivatu se shodovaly s chemickym posunem signali
v referenéni literatuie.1*410 Jak jiz bylo zminéno, nevyhodou piipravy esterové
vazby za pouziti smésného anhydridu je, ze kromé navazani pozadovaného
zbytku mastné kyseliny, v malé miie dochazi k navazani benzoylu.'®! V piipadé
latky HA-cypate-C18:1 lze velmi Spatné identifikovat signaly pochazejici
z benzoylu, a to z divodu jejich divodu piekryvu signaly cypate. Nelze tedy
jednoznaéné potvrdit navazani benzoylu, ani pfipadné stanovit jeho stupen
substituce.
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(HA) (HA)

el o

0 ONa 0 00N OH o ONa o
J N0 o | \ -0 o < _o < o
1o \ H ~ o HO. > J \ .~
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Obrazek 35:'H NMR spektrum HA-cypate-C18:1 (D20).
Jako dalsi charakterizace HA-cypate-C18:1 je uvedeno DOSY (Obrazek 36),

vnémz byly pozorovan signaly s piiblizné stejnym difuznim koeficientem

v oblasti chemického posunu 8,5-1,6 ppm. Piekvapujici mize byt vSak poloha
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signall piislusicich fetézclim kyseliny olejové v oblasti chemického posunu 1,6—
0,8 ppm, které se nachazi v oblasti s mirné vys$Simi hodnotami difazniho
koeficientu. Tento fenomén byva pficitdn agregaci fetézcl kyseliny olejové
ve vodném prostredi, coz vede k jejich snizené mobilité. Pokud by s jednalo
0 nizkomolekularnich latky, jez nejsou vazany k fetézci HA, typické signaly se
vét§inou nachazi v oblasti s mnohem niz$imi hodnotami difuzniho koeficientu,
nez ma HA.'®2 U vsech dalsich derivatdt HA modifikovanych fetézci kyseliny
olejové byl v DOSY spektru pozorovan stejny jev v oblasti chemického posunu

1,6-0,8 ppm.

CH,
(HA)
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cypate anomerni " CH, lO((:CTSZ.IC)Hz o
| | -HC=CH- HDO 4 /N feypate)  OCH, "cH, s
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Obrazek 36: DOSY spektrum HA-cypate-C18:1 (D20).

Po modifikaci HA-cypate fetézci kyseliny olejové bylo zjisténo, ze nedoslo ke
zméné fluorescencnich vlastnosti a pfi excitaci zafenim o vinové délce 665 nm
bylo naméfeno maximum emise pii 693 nm. Pro tvorbu polymernich micel
s inkorporovanym doxorubicinem nebo doxorubicinem a SPION byl vybran
jako vhodny derivat HA-cypate-C18:1 se SSeypae = 0,7 % a SScis1=10 %. U
toho derivatu HA-cypate-C18:1 a rovnéZ unosiCovych systémll z ncj

ptipravenych byla sledovana biodistribuce a in Vvivo protinadorovy ucinek
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na modelovych mySich. Vysledky biologického testovani jsou strucné

komentovany Vv kapitole 14.

HA-NM-C18:1 byl ptipraven opét pouzitim benzoylchloridu za stejnych
reakénich podminek jako HA-cypate-C18:1 (Schéma 22). Vznik HA-NM-
C18:1 byl potvrzen pomoci NMR techniky, kdy v *H NMR spektru (Obrazek
37) byly, kromé¢ signali modifikovaného N-actetylglukosaminu, pozorovany
taktéz signaly pfifazené acylovému fetézci kyseliny olejové, stejné jako v
piipadé HA-cypate-C18:1 areferencni literatury.!*™ Za pouziti jednoho
ekvivalentu kyseliny olejové ku jednomu ekvivalentu HA (vztazeno na
disacharid) bylo dosazeno stupné substituce 10 %. Reakce s jinym pomérem
ekvivalentli reaktantl nebyla provedena. V ptipadé modifikace HA-NM
smésnym anhydridem 5 doSlo taktéZz k navazani benzoylu se SS = 0,4 %.
U ptipraveného derivatu HA-NM-C18:1 (vychozi Mynaox =16 000 g-mol?,
SSawm =0,9 %, SScig1 =10%) byla pomoci fluorescenéniho a konfokalniho
mikroskopu nasledné testovana jeho schopnost dermalni penetrace. Z této latky
byly taktéz pfipraveny polymerni micely s enkapsulovanym kurkuminem,
unichz byl zkouman vstup aschopnost doruceni modelového 1éciva do
vybranych bunék. Uvedené in vitro experimenty jsou komentovany v kapitole
15.
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Schéma 22
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Obrazek 37: 'H NMR spektrum HA-NM-C18:1 (NaOD).
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12.4 Priprava série derivati hyaluronanu modifikovanych
poly(ethylenglykolem).

Fluorescencné znaCené nosiCové systémy na bazi hyaluronanu, popsané
v soucasnych odbornych publikacich, vétSinou vykazuji velmi efektivni in vivo
akumulaci v nadorové tkani. Béhem biodistribuce téchto nosici vSak taktéz
vétSinou nastava jejich nezadouci nahromadéni v jatrech, coz mutze naptiklad
snizovat ucinky cilené 1é¢by nebo v nékterych ptipadech vést az k intoxikaci
jater, 126127.129

Poly(ethylenglykol) (PEG, systematicky poly(ethylenoxid),
poly(oxyethylen)), jako jeden z mnoha syntetickych polymert, je vyznamnym
pfedmétem vyzkumu v oblasti nosi¢ovych systémi. Uvadi se, Ze piipojenim
PEG ke struktufe nosicového systému dochazi ke snizené akumulaci nosi¢ovych
systéml v jatrech a naopak k jejich zvy$ené akumulaci v nadoru.'?® Jednim
z vysvétleni je snizena opsonizace nosice, ¢imz Se tento systém stava méné
rozeznatelnym pro retikuloendotelidlni systém a je znesnadnéno jeho odbourani
v jatrech,163164165.166 Jinym pravdépodobnéjsim vysvétlenim mize byt fakt, Ze
PEG ve struktuie polymernich micel napomaha jejich stabilit¢ v krevnim fecisti,
zejména v pfitomnosti albuminu, a t0 z diivodu zvySeného sterického branéni

celého supramolekularniho Gtvaru.?

Nezadouci akumulace v jatrech pii biologickém testovani in vivo (viz kapitola
9) byla taktéz pozorovdna U nosi¢ovych systéml na bazi nové pfipraveného
derivatu HA-cypate-C18:1. Dalsim cilem doktorské prace tedy logicky bylo
nalezeni zpusobu pfipravy NIR fluorescenéné znaceného hydrofobizovaného
hyaluronanu, konkrétné¢ HA-cypate-C18:1, ktery méa navic ve své struktuie

navazany PEG.
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12.4.1Syntéza hyaluronanu s vazanym poly(ethylenglykolem)

Pro ptipravu hyaluronanu s vazanym poly(ethylenglykolem) (HA-PEG) byl
vybran jako modifikacni ¢inidlo methoxy-poly(ethylenglykol)amin (M, = 1 000
g-mol™?). Vychozi latkou byl hyaluronan oxidovany na C6 glukosaminové
jednotce HA, ktery byl piipraven dvéma zpisoby. Tim prvnim je HA-OX
ziskany oxidaci za vyuziti syst¢ému ACNH-TEMPO/NaClO. Tato metoda, jez je
komentovana v kapitole 8.2.2, vsSak neumoznuje ziskat vice jak 10 %
oxidovanych monomernich jednotek HA. Pro zisk stejné¢ho typu oxidovaného
hyaluronanu, avsSak s vys$S§im stupném oxidace, lze pouzit Dessovo-Martinovo
¢inidlo.}'” Takto piipraveny HA-OX se stupném oxidace 43 % byl pro dalsi

reakci ziskana z laboratornich zasob.

Syntéza titulni latky byla, stejné jako v ptipadé hyaluronanu znaceného
nilskou modii, provedena reduktivni aminaci oxidované formy HA (Schéma
23). Jako ucinné redukénim cinidlem byl v tomto piipadé zvolen komplex
boranu s 2-methylpyridinem.  Vzhledem Kk zamyslenym  aplikacim
Vv biologickych systémech je vyhodou pouzitého redukéniho ¢inidla jeho nizsi

toxicita ve srovnani napiiklad s NaBH3;CN.

Schéma 23

u-picolin. BH;
H,0, 24h, 25 °C

Pro ptipravu HA-PEG timto zplisobem bylo vyzkouSeno pouziti 0,1-0,15
ekvivalentu PEG a reduk¢niho ¢inidla ku jednomu ekvivalentu oxidovaného
hyaluronanu (22 500 g-mol™; SO = 7,5 %) za vzniku HA-PEG se SSpec = 6,0
7,0. Vysledna hodnota SS poté zavisela na mnozstvi pouzitych ekvivalenti PEG

a reduk¢niho €inidla, pficemz se zvySujicim mnoZstvim reaktantii bylo dosaZeno
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vyssi miry modifikace HA (viz Tabulka 11). V piipad¢ vychoziho HA-OX se
SO =43% a pfi reakci s 0,45 ekv. PEG a reduk¢niho €inidla byl ziskan produkt
se SSpec = 20 %. Stupen substituce HA tetézci PEG byl stanoven porovndnim
normalizovanych integralnich intenzit signalli anomernich vodiku pii & = 4,6—
4,3 ppm a signalu pfi 8 = 3,1 a 2,8 ppm v H NMR spektru (rozpoustédlo 0,05%
NaOD).

Tabulka 11: Piiprava HA-PEG s riiznym stupném substituce PEG.

HA-OX PEG | a-pikolin.BH3: | HA-PEG
Mw [g-mol™!] SO [%0] | ekv. ekv. SS [%]
22 500 7,5 0,1 0,1 6,5
22 500 7,5 0,1 0,1 6
22 500 7,5 0,15 0,15 7
19 000 43 0,45 0,45 20

Vznik pozadovaného derivatu HA-PEG byl potvrzen pomoci NMR
spektroskopie. Ve fazové editovaném HSQC spektru (Obrazek 38) byl
pozorovan signal pii 6 = 2,8 ppm naleZici dvéma vodikovym atomim na C6
modifikovaného N-acetylglukosaminu. Je nutno podotknout, Ze signal pti 6 =
2,8 ppm lze pozorovat v'H NMR spektru v D,O pouze v ptipadé vyssich
substituci hyaluronanu pozadovanou latkou. V ptipadech nizs§iho SS (pod 10 %)
je nutno derivat HA analyzovat v 0,05 % NaOD. Ve spektru se kromé typickych
signali pro hyaluronan vyskytuji dale signaly pro PEG, oznaCeny velkymi
pismeny A—C, kdy A odpovida NHCH; (& = 3,6 ppm), B vodikovym protoniim
sousedicim s kyslikem CH,O (6 =3,7-3,6 ppm) akone¢né¢ signal C pfrislusi
koncovému methylu PEG (8 = 3,7). Signaly PEG byly pfifazeny dle *H NMR
spektra vychoziho PEG v D,0.
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Obrazek 38: Typické fazove editované HSQC spektrum latky HA-PEG (D.0;
SS = 20%).

Dalsim dikazem vzniku pozadovaného HA-PEG bylo DOSY spektrum
(Obrazek 39), v némz byly pozorovany signaly pro HA i PEG se stejnym
difiznim koeficientem. Z polohy vsech signald v jedné ose Ize predpokladat, ze
doslo k pevnému navazani PEG fetézci na HA. I kdyz se jedna v obou
pfipadech o polymery, vyrazné¢ se li§i svou molekulovou hmotnosti — HA
22 500, resp. 19 000 g-mol™, zatimco PEG 1 000 g-mol™. Pokud by se tedy
jednalo o pouhou smés téchto dvou polymert, v DOSY spektru by se daly

predpokladat dvé sady signald s riznym difiznim koeficientem.
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Obrazek 39: DOSY spektrum derivatu HA-PEG (D20; SS = 20 %).
Pro ptipravu zamyslené¢ho finalniho produktu HA-cypate-C18:1-PEG byly
dale navrzeny dvé cesty A a B (Schéma 24), kdy v obou piipadech byl vychozi
latkou HA-PEG (SS = 6,5 %, 22 500 g-mol ™).

Schéma 24
HA
'
HA-OX
'
HA-PEG
METODA A /\ METODA B
HA-C18:1-PEG HAH-PEG
' '
HAH-C18:1-PEG HA-cypate-PEG
' '

HA-cypate-C18:1-PEG HA-cypate-C18:1-PEG
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Metoda A

Jako ,Metoda A“ je oznafen postup, kdy byl HA-PEG nejprve
hydrofobizovan ftetézci kyseliny olejové (HA-C18:1-PEG). Hydrofobizovany
derivat byl dale pomoci katexu preveden na formu kyseliny hyaluronové

a v poslednim kroku bylo provedeno fluorescenéni znaceni latkou cypate (HA-

cypate-C18:1-PEG).

12.5 Hydrofobizace hyaluronanu s vazanym
poly(ethylenglykolem) Fetézci kyseliny olejové

Stejné jako V piipad¢ fluorescenéné zna¢eného hyaluronanu HA-cypate nebo
HA-NM, byla pro hydrofobizaci HA-PEG (vychozi SS = 6,5 %) kyselinou
olejovou vyuzita metoda smésného anhydridu (5), pfipraveného in situ reakci
mezi kyselinou olejovou a benzoylchloridem (viz kapitola 8.4.2) v piitomnosti
TEA a katalyzatoru DMAP (Schéma 25). Ve srovnani s modifikaci HA-cypate
bylo reakci s jednim ekvivalentem C18:1 ku jednomu ekvivalentu HA
a za stejnych podminek u HA-PEG dosaZeno mirné nizSiho stupné substituce, a
to 9 % C18:1, oproti 10-13 % u HA-cypate-C18:1 (Tabulka 5). Tento jev muze
byt zplisoben statisticky niz8i dostupnosti OH skupin polymerniho fetézce HA, z
nichz nékteré jsou jiz modifikované PEG. Vysledkem syntézy bylo taktéz

navazani benzoylu na fetézec HA se SS = 0,5 %.
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Schéma 25
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Obrazek 40: 'H NMR latky HA-PEG-C18:1 (D20).
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V DOSY spektru HA-C18:1-PEG (Obrazek 41) byly pozorovany signaly
pochazejici z HA, PEG, C18:1 i benzoylu. Stejn¢ jako v pripadé¢ HA-cypate-
C18:1 byla poloha signald priisluSicich fetézcim kyseliny olejové v oblasti
chemického posunu 1,6-0,8 ppm v oblasti S mirn¢ vys$§imi hodnotami difizniho
koeficientu, coz je opét pri¢itan agregaci fetézcl Kkyseliny olejové.
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Obrézek 41:DOSY latky HA-C18:1-PEG (D,0).

12.6 Znaceni hydrofobizovaného hyaluronanu s vazanym
poly(ethylenglykolem) latkou cypate.

Fluorescenc¢ni latka cypate byla navazana k polysacharidovému fetézci HA-
C18:1-PEG op¢t reakci za vyuziti CDI (viz kapitola 8.3.1). Pfed samotnym
navazanim cypate na strukturu HA-C18:1-PEG bylo nutné tento vychozi
derivat hyaluronanu ptevést pomoci katexu na derivat kyseliny hyaluronove
HAH-C18:1-PEG, jelikoz jen tato forma je rozpustna v reakénim prostiedi,
tedy v DMSO. Produktem reakce HA-C18:1-PEG s aktivovanou latkou cypate
(4) (Schéma 26) byl fluorescenéné znaceny derivat hyaluronanu HA-cypate-

C18:1-PEG se stupném substituce cypate SS = 0,5 % a maximem emise zareni
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pii A =695 nm. Je nutno podotknout, ze hydrofobizace HA fetézci kyseliny
olejové klesla ze SS = 9 % na SS= 6 %, coz miiZze byt zplsobeno citlivosti
esterické vazby na mirn€ bazické prostiedi reakce, zpiisobujici zanik této vazby

a odstépeni vazanych tetézch C18:1.

Jako dikaz vzniku pozadovaného derivatu HA-cypate-C18:1-PEG mohou
slouzit *H NMR spektra a DOSY experimenty. V protonovém NMR spektru
byly pozorovany charakteristické piky pro cypate, respektive také benzoyl,
v aromatické oblasti 6 =8,9-7,4 ppm. V typickém DOSY spektru, uvedeném
na Obrazek 42, se signaly pro cypate a HA nachdzeji v oblasti stejného
difuzniho koeficientu, coz vypovidd o navdzani fluorescen¢ni latky k HA-
C18:1-PEG. Vyjimkou jsou signaly pochézejici ze zbytkii mastnych kyselin pii
6=1,6-0,8 ppm, které se stejn¢ jako v ptipad¢ HA-C18:1-PEG nachazeji
v oblasti s mirn¢ vySSimi hodnotami difizniho koeficientu. Poloha téchto
signal naznacuje, ze nejspiSe opct dochazi k agregaci fetézcii a tvorbé

polymernich micel.
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Schéma 26
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Obrazek 42: DOSY derivatu HA-cypate-C18:1-PEG (D:0).
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Metoda B

Pro nalezeni potencialné¢ nejvyhodné&jsi moznosti piipravy pozadované latky
byla vyzkousSena taktéz alternativni cesta, kdy byly kroky vedouci k finalnimu
derivatu provedeny Vvopacném potradi. Prvnim krokem navazujicim
na modifikaci HA pomoci PEG bylo fluorescenéni znaceni HA-PEG
chromoforem cypate a nasledn¢ byla provedena hydrofobizace fetézci kyseliny

olejové.

12.7 Fluorescenc¢ni znaceni hyaluronanu s vazanym
poly(ethylenglykolem) latkou cypate

Stejné jako v predchozich syntézach, kdy bylo cilem navazani cypate ke
skeletu hyaluronanu reakci s CDI, bylo i v tomto pifipadé nutno provést konverzi
derivatu hyaluronanu HA-PEG na derivat kyseliny hyaluronové HAH-PEG
z divodu dosazeni potiebné rozpustnosti v DMSO. Reakce, uvedena na
Schématu 27, probihala obdobnym zplisobem jako modifikace samotné HAH
latkou cypate. | v tomto ptipad¢ se podafilo ptipravit HA-PEG modifikovany
latkou cypate se SS = 0,6 %. Z vysledku reakce plyne, ze PEG vazany na fetézci
HA vyznamné neovlivituje prabéh reakce s aktivovanym cypate 4 ani vyslednou

emisi zafeni, jehoZ maximum bylo zji§téno pii A = 692 nm.
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Schéma 27
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HA-cypate-PEG

Analyzou produktu pomoci NMR spektroskopie bylo ziskano ‘H a DOSY
spektrum, vypovidajici o vzniku HA-cypate-PEG. Pifi srovnani s vychozim
HA-PEG byly v!H NMR spektru kromé signalt pro HA i PEG nové
pozorovany piky pro cypate v aromatické oblasti 6 = 8,4—7,7 ppm a pfi 3,0 ppm
pro CH,. Z polohy signalti protont skeletu cypate v DOSY spektru (Obrazek
43), které vykazuji stejny difuzni koeficient jako signaly polymeru HA i PEG,

Ize usoudit na vznik pozadovaného derivatu HA-cypate-PEG.
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Obrazek 43: DOSY spektrum HA-PEG-Cypate (D20).

12.8 Hydrofobizace hyaluronanu s vazanym cypate a PEG retézci
kyseliny olejové

Poslednim krokem ,,cesty B byla hydrofobizace HA-cypate-PEG kyselinou
olejovou (Schéma 28). Tato reakce byla opét provedena za pouziti in situ
piipraveného smésného anhydridu (5) kyseliny olejové a benzoylchloridu (viz
kapitola 0). Vznik pozadované latky HA-cypate-C18:1-PEG byl potvrzen
vyuzitim NMR spektroskopie, DOSY spektrum je uvedeno jako Piiloha 4. Pfi
pouziti jednoho ekvivalentu kyseliny olejové Vv reakéni smési a za stejnych
podminek jako v piipad¢ syntézy HA-cypate-C18:1 nebo HA-C18:1-PEG bylo
dosazeno nizsiho stupné substituce acylovymi fetézci C18:1, a to pouhych 6 %
ve srovnani s 10 — 13 % pro HA-cypate-C18:1 a 9 % u HA-C18:1-PEG.
Obecné snizujici se mnozstvi navazanych fetézca kyseliny olejové je piiblizné
umérné narlstajici obsazenosti hydroxylovych skupin HA, respektive jejich
modifikaci cypate a PEG. Dale integraci signald v'H NMR spektru
pochézejicich zcypate a PEG bylo zjisténo, Ze mnozstvi téchto latek

navazanych na HA zistalo po reakci pfiblizné¢ stejné. Piedpokladanou
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benzoylaci nebylo mozné potvrdit z davodu piekryvu signali pro cypate
a benzoylu v aromatické oblasti *H NMR spektra. Stejné jako u vSech ostatnich
derivati HA s vazanou latkou cypate, i v piipadé¢ HA-cypate-C18:1-PEG bylo
naméfeno maximum emise zafeni pii A =695 nm, coZz je vyhodné pro

potencialni aplikaci neinvazivniho zobrazeni in vivo.

Zavérem této kapitoly lze konstatovat, ze poZzadovany hyaluronan znaleny
latkou cypate, hydrofobizovany fetézci kyseliny olejové a s vdzanymi PEG lze
piipravit obéma vySe diskutovanymi cestami. Jinymi slovy, 1ze zaménit potadi
krokt, ve kterych je na strukturu HA-PEG postupné zavedena fluorescencni

znacka cypate a lipofilni zbytky kyseliny olejové.

V ramci predlozené disertatni prace jiz nedoSlo k hlubSimu zkoumani
fyzikalné-chemickych vlastnosti téchto ptipravenych derivatii. Prozatim nebylo
provedeno ani biologické testovani téchto latek. Zajimavé by bezesporu bylo
porovnani biodistribuce findlnich latek s HA-cypate-C18:1 a popsani vlivu
a vyznamu modifikace fluorescentné znac¢eného hydrofobizovaného HA pomoci
postrannich PEG fetézcl. In vivo studie na modelovych mysich by dale mohly
pfinést poznatky o schopnostech PEG redukovat nezadouci akumulaci

nosi¢ovych systému na bazi hyaluronanu v jatrech.
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Schéma 28
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13. PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE
SUPERPARAMAGNETICKYCH NANOCASTIC
OXIDU ZELEZA

Priprava a aplikace superparamagnetickych nanocastic oxidt zeleza (SPION)
se staly vposlednich letech predmétem vyzkumu S interdisciplinarnim
pfesahem, pfi¢emZ SPION nasly své uplatnéni jako kontrastni latky pro MRI,
terapeutické latky nebo nosi¢e 1éCiv. Pro medicinské aplikace byva casto
pfistupovano k povrchové modifikaci SPION riznymi organickymi latkami
a polymery za ucelem zvyseni biokompatibility nebo koloidni stability SPION.
Pfedpokladem aplikace téchto nanocastic je jejich uniformni velikost, tvar,

termalni a chemicka stabilita (kapitola 3.4.2).

Cast této disertadni prace byla vénovana piipravé SPION na obalenych
kyselinou olejovou. Cilem byl zisk terapeutické latky, jiz je mozno inkorporovat
do PM na bazi hydrofobizovaného hyaluronanu S vazanym cypate. Jednou
Z potencidlnich vyhod takovych micel by mohla byt taktéz moznost dudlniho

zobrazovani teranostickych nosi¢ovych systémi pomoci fluorescence a MRI.

13.1 Syntéza oleatu Zelezitého
Pro ptipravu SPION na obalenych kyselinou olejovou se jako vhodny

prekurzor ¢asto vyuziva oleat zelezity.!®” Z divodu toho, Ze se jedna o komeréné
nedostupnou latku, bylo nejprve nutno oleat Zelezity piipravit. K tomu byla
vyuzita relativné jednoducha reakce FeCl;.6H,0 s oleatem sodnym provedena

dle diive popsaného literarniho postupu (Schéma 29).168
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Schéma 29

TR
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Na Obrazku 44 je uvedeno typické FTIR spektrum oleatu Zelezitého. Siroké
absorpéni pasy s nizkou intenzitou v oblasti 3300-2500 cm™ nalezi v(OH).
Dalsi charakteristické absorpéni pasy (zleva) byly pfifazeny 3004 cm™ v (=CH),
dva ostré intenzivni pasy 2920 ¢cm ! vaym(CH) a 2852 cm™ veym(CH,). Mezi
posledni tfi vyznamné signdly oledtu zelezité¢ho patii pasy s maximy pi1 1583
a 1524 cm™ vagym(COO) a jako posledni 1410 cm ™ vaym(COO). Ostry absorpeni
pas smaximem pii 1709 cmlv (C=0) zna¢i piitomnost volné kyseliny

olejové 167169
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Obrazek 44: Typické FTIR spektrum oleatu zelezitého.

Kvantitativni  analyza pfipravené latky byla provedena pomoci
termogravimetrie (TG). V zaznamu teplotniho rozkladu (Obrazek 45) byla
pozorovany dvé hlavni maxima. Vrchol prvniho maxima pi1 264 °C
s procentualni ztratou hmotnosti 28 % je typicky pro rozklad volné, ¢i velmi
slab¢é vazané kyseliny olejové K iontliim Zeleza. Charakteristické teploty rozkladu
volné kyseliny olejové se pohybuji mezi 200 a 300 °C. Touto analyzou byla
potvrzena pfitomnost volné kyseliny v pfipraveném oledtu Zelezitém
predpokladana jiz na zaklad¢ FTIR méteni. Druhd oblast kiivky v rozmezi 300—
400 °C smaximem pii 351 °C pravdépodobné indikuje rozklad oleatu
Zelezitého.'®” Na zikladé FTIR a TG analyzy bylo potvrzeno, Ze se jedna
0 pozadovanou smés dvou latek, a to volné kyseliny olejové a oleatu zelezitého,

jez se bézn¢ vyuziva pro ptipravu SPION obalenych kyselinou olejovou.

130



L

£
E
R
P )
o . &
_:"-\. \". II
—_ —, i - —
e ! §7]
@ 265 °C " o
0 f
5 72 % f 5
2 —h, f £ s
— # \ I
< VAR f': . L
-~ =
- \, S =
- S . o
. = J
o 5 30 1 180 725 770 0 5 50

Obrazek 45: TG analyza oleatu Zelezitého.

13.2 Syntéza nanocastic na povrchu modifikovanych kyselinou
olejovou

Nanocastice oxidi zeleza mohou byt syntetizovany mnoha zplsoby —
naptiklad termalni rozklad, koprecipitace, hydrotermalni syntéza a dalsi.
V tomto piipad¢ byl pro pripravu sériec SPION zvolen velmi casto vyuzivany
zpusob termalniho rozkladu prekurzoru oleatu Zelezitého. V literatuie byva
termalni dekompozice prekurzoru popisovéna jako velmi efektivni ptiprava

SPION s moznosti kontroly tvaru a disperzity nano¢astic béhem syntézy.’>1"°

Neékolik Sarzi SPION o rtzné velikosti castic bylo pfipraveno mirné
modifikovanou metodou!’* za podminek uvedenych na Schématu 30
a Vv experimentalni ¢asti v Tabulce 7. Byly provedeny pokusy o pfipravu
monodisperznich SPION v rozmezi velikosti ¢astic 5-20 nm tim, Ze byly
ménény parametry reakce, jako je rychlost ohievu, doba reakce a teplota, dale
pouzité rozpoustédlo, pficemz mnozstvi a pomér reaktanti byly vzdy stejné.
Béhem syntézy SPION byla reakéni smés ve vétSiné ptipadi navic probublavana

argonem. Piedpokladem bylo, Ze bublinky plynu reakéni smés ochladi, a proto
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bude dochézet k tvorbé vétSiho poctu krystalizacnich jader na tkor zvétSovani

171

j1z existujicich. Takto by mélo byt dosazeno nizké polydisperzity produktu.

Schéma 30
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Zvoleny postup syntéz vedl k zisku pouze Ctyt Sarzi SPION o velikosti 5 nebo
12 nm s polydisperzitou do 10 % (Obrazek 46). Nejprve se podatilo piipravit, za
podminek uvedenych v Tabulce 12, tii Sarze SPION o prumérné velikosti 5 nm.
Zvysenim teploty z280 °C na 320 °C, snizenim rychlosti ohievu z 8 na
2 °C-min! a prodlouzenim doby reakce na 2 h, vii¢i syntéze 5 nm SPION, byly
piipraveny SPION o primérné velikosti 12 nm. Dalsi upravy podminek reakce
(Tabulka 7 v experimentalni Casti), a to zejména zvyseni teploty reakce nebo
zména rychlosti ohfevu reakéni smési, sice vedly k tvorbé pozadovanych
nanocastic, avSak nevyhodou byla jejich vysoka polydisperzita nad 10 %, coz

bylo nevyhovujici pozadavkiim ze strany firmy Contipro.
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Tabulka 12: Podminky piipravy SPION.

Vohtev stedl t t Vytéiek SPION
rozpoustedio argon .
[°C-min] o ¢ [°C] [min] [mg-em™] [nm]
8 oktadec-1-en  bubl. 280 60 100/0,13 5,3+0,4
8 oktadec-1-en  bubl. 280 60 197/0,13 5,6+0,4
8 oktadec-1-en  bubl. 280 60 156/0,13 4.9+0,5
2 oktadec-1-en  bubl. 320 120 165/0,3 12,1+0,8
] RRS B o aTRE, BN ThaED
T S R A R |
- : PR MRk a2
: LueR A BN SR 1
4 0 S AR TRy W
e R e . S
T el Y P AR e et SNEN
VR o A A ey e O Y R A o T e Lt
100 nm* 2.5 mm 28.00 kv O 1.117 nm
100:00 KX STEM 1.143 pm ——4  10000KX | STEM 1.143 ym

Obrazek 47: SPION 5,34+0,4 nm (vlevo) a 12,1+0,8 (vpravo), zvétseni v obou
ptipadech 100 000x.

13.2.1Stanoveni mnoZzstvi vazané kyseliny olejové pomoci TG

U vyhovujicich sarzi SPION s nizkou polydisperzitou do 10 % 0 piiblizné
prumérnych velikostech 5 a 12 nm bylo déle stanoveno mnozstvi vdzané a volné
kyseliny olejové pomoci TG. Na Obrazku 48 je uveden zdznam TG analyzy
SPION na povrchu modifikovanych kyselinou olejovou o velikosti 5,6+0,4 nm.
V zdznamu tepelného rozkladu je mozno vidét vrchol prvniho maxima pfi
265 °C s procentualni ztratou hmotnosti 6 %, typicky pro degradaci volné, ¢i
velmi slabé vazané kyseliny olejové. Charakteristickd teplota rozkladu vazané
kyseliny olejové byla naméfena pii 488 °C (procentualni ztrata hmotnosti
17 %).8°Vlhkost vzorku byla 10 %.
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Obrazek 48: Charakteristicka TG analyza SPION (5,61+0,39) na povrchu

modifikovanych kyselinou olejovou.

V Tabulce 13 jsou uvedeny vysledky charakterizace ptipravenych SPION.
V piipad¢ prvnich dvou Sarzi SPION o pfibliznych primérnych velikostech
5nm bylo stanoveno mnozstvi vdzané kyseliny olejové V rozmezi 15-18 %.
Posledni Sarze 5 nm obsahovala t¢émét dvojnadsobné mnozstvi kyseliny olejové, a
to 35 %. V piipadé SPION o 12 nm bylo pomoci TG bylo stanoven hmotnostni

podil vazané kyseliny olejové dokonce 83 %.

Tabulka 13: Stanoveni volné a vazané kyseliny olejové.

SPION [nm] volna C18:1[%] vazana C18:1 [%] vilhkost [%0]
5,28+0,40 7 15 2
5,61+0,39 6 17 10
4,93+0,52 21 35 3
12,12+0,80 5 83 11

PtestoZze se v pubikovanych odbornych ¢lancich uvadi, Ze se jedna o metodu

vhodnou pro ptipravu uniformnich SPION, v ramci doktorského studia se
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nepodafilo uspokojivé reprodukovat syntézy nebo najit vhodné podminky, které
by opakované vedly k ptipravé velikostné uniformnich SPION na povrchu

modifikovanych stejnym mnozZstvim kyseliny olejové.

14. BIOLOGICKE TESTOVANI DERIVATU
HYLAURONANU ZNACENEHO CYPATE
Jako prvni je v této praci uvedeno biologické testovani hyaluronanu, jez je
modifikovan NIR fluorescen¢ni latkou cypate, vhodnou pro neinvazivni

diagnostiku pomoci optickych zobrazovacich metod.

14.1 Cytotoxicita hyaluronanu modifikovaného cypate nebo
cypate a retézci kyseliny olejové

Obecnym predpokladem aplikace riznych latek in vivo je jejich nizka
cytotoxicita. Z divodu zamysSleného testovani vybranych derivati HA
na modelovych mysich byla ve spolupraci s biology z Contipra ovéfena
cytotoxicita HA-cypate a HA-cypate-C18:1 na mysich fibroblastech (NIH-
3T3) prostfednictvim MTT testd. NIH-3T3 byvaji velmi Casto pouZivany jako
kontrolni bunécné linie pro stanoveni efektu derivath HA, ale 1 jinych latek,
na zivotaschopnost biologickych systém a zaroven zisk vysoce kvalitnich dat
0 cytotoxicité latek. Na zakladé téchto informaci je pak mozno ptredpovidat in

vivo efekt testovanych latek nebo molekularnich systémi.1’17

Na Obrazku 49 jsou piedlozeny vysledky viabilit, respektive aktivace/inhibice
ristu bunék, ziskané testovanim derivatdt HA-cypate (M,, = 15000 g-mol?,
SS =0,7 %, koncentrace 10-500 pg-cm~) a HA-cypate-C18:1 (M,, = 15 000
g-mol™, SS=10 %, koncentrace 10-500 pg-cm=3). Z vysledkl je ziejmé, Ze
inhibice ristu NIH-3T3 bunék je zavisld na koncentraci latek a také délce
expozice. V Casech 24 h a 48 h nedochazelo u obou latek pii zadné zvolené
koncentraci k ovlivnéni viability vétsimu nez 20 %, z ¢ehoz lze usoudit, ze latky

o danych koncentracich, pisobicich po dobu 48 h, nejsou cytotoxické. Inhibice
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rastu bun€k NIH-3T3 ve vétsi mife nastala po 72 h ve vSech koncentracich
derivatu HA-cypate, v ptipadé HA-cypate-C18:1 pouze v koncentraci 250 a

500 pg-cm3. V tomto piipadé Ize oznadit testované latky jako slabé cytotoxickeé.
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500ug.cm-3 250ug.cm-3 100ugcm-3 10ug.cm-3 500ug.cm-3 250ugcm-3 100ug.cm-3 10 ug.cm-3
HA-cypate HA-cypate-C18:1
uT24h mT48h mT72h

Obrazek 49:Vliv HA-cypate a HA-cypate-C18:1 na Zivotaschopnost bunék

Vv riznych €asech a koncentracich.

14.2 In vivo testy
14.2.11n vivo biodistribuce HA-Cypate-C18:1 ve zdravych mySich
Prvotni in  vivo experimenty SNIR fluorescenéné¢  znafenym

hydrofobizovanym hyaluronanem HA-cypate-C18:1 byly provedeny zejména
s cilem zjistit moznosti neinvazivni in vivo detekce tohoto derivatu. Rovnéz bylo
zajimavé sledovat biodistribuci aplikované latky ve zdravych mysich. Roztok
HA-cypate-C18:1 (My = 15000 g-mol™?; SSeypae = 0,7 %; SScig1=10 %,)
ve fosfatovém pufru byl intraven6zné aplikovan modelovym mysim typu Balb/c
(pod narkozou). Nasledné byla pozorovana jeho fluorescence in vivo po dobu
2 tydn. Obrazek 50 ukazuje, ze HA-cypate-C18:1 je distribuovan po
intravenoznim podani u zdravé mysi zejména do jater. Rovnéz je patrné, Ze
SSeypate = 0,7 % je dostatecny pro in vivo zobrazovani. Z intenzity pozorovaného

zafeni lze usuzovat, Ze k maximalni akumulaci latky v jatrech doslo po 48 h.
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V neposledni fad¢ se prokdzalo, Ze testovany systém je velmi stabilni, pfi¢emz

po jednom podéni l1ze zobrazeni provadét po dobu az 2 tydnt.
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10 min 3h 24 h

48 h 72 h 7d

13d 15d

Obrazek 50: Biodistribuce HA-cypate-C18:1 ve zdravé mysi v Case.
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Latka cypate byla ptivodné syntetizovan jako analog ICG a NIR fluorescen¢ni
kontrastni latky, jeZ je schopna se taktéz akumulovat v nadoru. Nicméné
samostatna latka cypate je nerozpustnd ve vodném prostiedi, charakteristicka
velmi kratkym polo¢asem rozpadu Vv krevnim ob&hu (1<60 s) a rychlou ztratou
fluorescence.™ Z in vivo studie bylo ziejmé, Zze konjugace cypate k hyaluronanu
HA zlepsila rozpustnost barviva ve vod¢, vyznamné prodlouzila cirkulaci tohoto

chromoforu krevnim ob&hem, a to bez ztraty fotochemickych vlastnosti.

14.2.2In vivo biodistribuce HA-cypate-C18:1 v mysich s nadorem
Jednim z kli¢ovych in vivo experimenti celém této disertatni prace byla

studie biodistribuce HA-cypate-C18:1 (My, = 15 000 g-mol™; SSeypate = 0,7 %;
SScis1=10 %) vmySich Balb/C sprsnim nadorem (4T1 luc bunky).
Na Obrazku 51 jsou uvedeny redlné snimky ziskavané po dobu 2 tydnd po
intravenoznim podani HA-cypate-C18:1 v PBS. Fluorescen¢ni signal v misté
nadoru byl detekovan 24 hodin po intravendzni aplikaci a rtst nadoru bylo
mozno monitorovat nejméné po dobu 2 tydnt bez nutnosti dalsiho podani HA
derivatu. Akumulace HA-cypate-C18:1 v nadoru byla potvrzena kolokalizaci
S bioluminiscen¢nimi signaly. Tato prace potvrdila pfedchozi studii, kdy bylo
zjisténo, Ze nosi¢ové systémy na bazi hyaluronyl-oleatu (HA-C18:1) se muzou
akumulovat v nadorovych tkanich.®® Piinosem pfedlozené prace tedy bylo, Ze
navazanim latky cypate k HA-C18:1 bylo mozno sledovat biodostribuci téchto
nosi¢ovych systému neinvazivné in vivo pomoci preklinické optické zobrazovaci
metody. Na zaklad¢ predeslych studii 1ze piedpokladat, ze efektivni nadorové
cileni HA polymernich micel mtze byt zplisobeno kombinaci tzv. pasivniho
cileni (EPR efekt),!”® stejn& tak jako cilenim aktivnim za tudasti specifického
receptoru CD44,'7® jez je ve vétsi mife exprimovan na povrchu nadorovych
bun¢k. Jak je dale zfejmé z Obrazku 51, velka ¢ast HA-cypate-C18:1 byla

detekovana taktéz v jatrech, coz mlze byt zpuisobeno aktivnim vychytavanim
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latky jaternimi sinusoiddlnimi endotelovymi bunikami za spolutcasti HARE

receptoru a pfirozenym odbourdvanim derivatu hyaluronanu v téle.*’"17®

HA-cypate-C18:1 luciferaza

Obrazek 51: Biodistribuce HA-Cypate-C18:1 v mysich s nadorem v Case.
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14.2.3Protinadorovy ucinek nosi¢ovych systémii na bazi HA-cypate-
C18:1

Piredchazejici dva in vivo experimenty prokazaly, Ze hyaluronan
modifikovany cypate 1ze neinvazivné detekovat pomoci fluorescence a navic, ze
dochazi k akumulaci HA-cypate-C18:1 v misté nadoru. Tento uspéch vedl
k vyzkouseni moznosti vyuzit modifikovany HA jako nosi¢ protinadorového

1éCiva.

Z ptipraven¢ho HA-cypate-C18:1 byly pfipraveny tifi typy polymernich
micel. Prvnim typem PM byl HA-cypate-C18:1 bez 1éCiva, druhy typ
PM byl HA-cypate-C18:1 s enkapsulovanym doxorubicinem a tieti typ byly PM
s enkapsulovanym doxorubicinem spolu se SPION. Roztoky jednotlivych typt
polymernich micel byly intravenézné aplikovany tfem skupinam mysi Balb/C
S prsnim nadorem ve tfech davkach (kazdé skupiné mysi pouze jeden typ PM).
Luminiscence, vychazejici z nddoru (4T1 luc bunky), byla vyhodnocovana po
dobu 35 dnt. Vysledky na Obrazek 52 50 demonstruji, ze k nejvétsimu rust
nadoru doslo ve skupiné mysi, které byl podan pouze HA-cypate-C18:1 bez
l1é¢iva. Oproti tomu pomalejsi rast byl zaznamenan u lécenych skupin HA-
cypate-C18:1 s doxorubicinem a HA-cypate-C18:1 s enkapsulovanym
doxorubicinem a zaroven SPION. Nador rostl nejméné po podani HA-cypate-

C18:1 s enkapsulovanym doxorubicinem a zaroven SPION.
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Obrézek 52: Rist nadord po 1€¢bé rliznymi nosiCovymi systémy.

Pro kontrolu neinvazivniho vyhodnoceni progrese nemoci byly po ukonceni
1éEby mysi usmrceny a prob¢hlo vynéti organti. Obrazek 53 ukazuje, ze prvni
(nelécend) skupina méla nejveétsi hmotnost sleziny a nadoru. V daném modelu je
zvétSena slezina indikaci progrese nemoci.l”® Druha (l1éend) a tieti (Ié¢end)
skupina méla slezinu a taktéZ nador vyrazné men$i oproti prvni skupiné.
Nejmensi ndlez nadoru byl zjistén u tfeti skupiny mysi, jimz byl podan HA-
cypate-C18-1 s enkapsulovanym doxorubicinem a SPION. Z provedenych
experimentl vyplyva, ze testované nosi¢ové systémy mohou tedy nejen slouzit

pro diagnostiku, ale taktéz 1é¢it nador a plni funkci teranostika.

2,0

15

1.0

N |

nador slezina

hmotnost organti [g]

Obrazek 53: Hmotnost nadoru a sleziny po terapii riiznymi nosi¢ovymi systémy.
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15. TESTOVANI DERIVATU HYLAURONANU
ZNACENEHO NILSKOU MODRI IN VITRO

V neposledni tfadé¢ byla vénovana pozornost testovani interakce derivata
hyaluronanu modifikovaného nilskou modii s biologickymi systémy in vitro.
Nejprve byla testovana schopnost HA-NM-C18:1 penetrace kizi. Nasledné
byly nosi¢ové systémy, ptipravené¢ z HA-NM-C18:1 a HA-NM-C6, zkoumany

taktéz v souvislosti s jejich schopnosti vstupu a doruceni lé¢iva do bun¢k.

15.1 Penetrace derivatii hyaluronanu kizi

Nosicové systémy, jako jsou napfiiklad lipozomy, micely, dendrimery,
nanoemulze a jiné jsou Vv odborné literatufe popisovany v souvislosti
s efektivnéj$im topickym podavanim 1éCiv, jelikoz uvedené systémy mohou
usnadnovat penetraci nesenych latek pies kizi, respektive vrchni rohovou
vrstyy 137138139140 Jak jiz bylo zminéno v teoretickém tvodu (viz kapitola 6),
hydrofobizovany hyaluronan se jevi jako slibny material, ktery mize byt
zékladem nosicovych systémill pro topické aplikace biologicky aktivnich latek
na kiizi 142143

Ve spolupraci s kolegy z oddé€leni nosice a fyziologie bunky firmy Contipro
bylo dal$im dil¢im cilem u derivatu HA-NM-C18:1 (Myha-ox =18 000 g.mol?,
SSnm = 0,9 %, SScis:1 = 10 %) studovat in vitro jeho schopnost penetrace praseci
kazi, pochazejici z usnich boltcti. HA-NM-C18:1 o riiznych koncentracich nebo
roztok PBS, jako kontrolni vzorek, byly aplikovany ve Francovych celach na
prase¢i kUzi po dobu 20 h. Na Obrazku 54 jsou uvedeny vysledky
z experimentu, ziskané fluorescenénim mikroskopem. Cislem I je oznaden
referencni vzorek po aplikaci roztoku PBS, sada snimkt s ozna¢enim Il piislusi
roztokim HA-NM-C18:1 o rliznych koncentracich (0,25-5 mg-cm™3). V horni
Casti jsou snimky potizené bez filtru, dole jsou obrazky potizené za pouziti
TRITC filtru, tj. zdznam emise zafeni nilskou modii. Po 20 h aplikaci

testovanych roztokt 1ze na snimcich priifezu praseci kiizi pozorovat fluorescenci
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nilské modfi nejen v epidermis, ale taktéz i v hlubsich vrstvach ktze. Dale je
také ze série obrazkl ziejmé, ze se zvysujici se koncentraci testovaného derivatu

je pozorovana emise zafeni, pochazejicic z nilské modfi, intenzivné;si.

R—

Il. 0.5 mg-cm-

Il 1.0mg-cm= Il 5.0mg-cm?

Obrazek 54: Snimky histologickych fezil praseci kiize po oSetfeni pomoci PBS (1)
a HA-NM-C18:1 (II).

Za ucelem zisku podrobnéjsi informaci o penetraci derivatu hyaluronanu kiizi
byly potizeny snimky konfokéalnim mikroskopem, jenZ ve srovnani s dostupnym
fluorescencnim mikroskopem poskytoval detailnéj§i snimky s vysokym
rozliSenim obrazu. Pro detailn¢jsi rozliSeni bunéénych struktur byla v tomto
piipad¢ navic jadra obarvena Hoechstovou modii. Vlevo na Obrazku 55 je
snimek, zachycujici emisi Cerveného zateni HA-NM-C18:1, uprostied jsou
pozorovatelnd jadra s emisi modrého zafeni. Ze snimku napravo, vzniklého

superpozici fluorescence nilské modii (HA derivat) a Hoechstovy modii (jadra
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bungk), 1ze pozorovat ptitomnost HA derivatu v cytoplazmé, obklopujici jadra

bun¢k jak v epidermalnich, tak v dermalnich vrstvach kiize.

Obrazek 55: Snimky prufezl praseci kize: vlevo fluorescence — HA-NM-C18:1;

uprostied — fluorescence obarvenych jader, vpravo — piekryv obrazki.

Vysledky  experimenti  pozorované pomoci fluorescenéniho, tak
I konfokalniho mikroskopu naznacuji, Zze fluorescencné znaCeny derivat HA
hydrofobizovany kyselinou olejovou je pravdépodobné schopen proniknout skrz
stratum corneum do hlubSich vrstev pokozky. Z pozorovani konfokalnim
mikroskopem Ize dale usoudit, Ze fluorescencné znaceny derivat HA je schopny
penetrovat transcelularni cestou — skrze téla bun€k rohové vrstvy (korneocytir)

a bunék zbyvajicich vrstev pokozky (keratinocyt).

15.2 Vstup latek do bunék

Jako posledni byla ziskana informace o chovani noSi¢ovych systémil na bazi
hylauronanu modifikovaného mastnymi fetézci po interakci s bunikami, zejména
schopnost vstupu a doruc¢eni modelové latky do bunky. Z latek HA-NM-C18:1
a HA-NM-C6 byly pfipraveny nosicové systémy s enkapsulovanym
kurkuminem. Testovanymi typem bun¢k byly fibroblasty, a to zejména z toho
divodu, Ze na svém povrchu dokdzou exprimovat receptor, dillezity pro

rozpoznani a vstup hyaluronanu do bungk.!#°

Inkubace kolonii bunék v pfitomnosti PM probihaly po dobu 20 min
a nasledn¢ byla konfokdlnim mikroskopem zaznamenana fluorescence za pouziti

dvou rtiznych emisnich filtra. Na Obrazku 56 je uvedena nejprve série snimka
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Z experimentu s nosiCovym systémem vytvorenym z HA-NM-C18:1. Na
snimku vlevo je zaznam d{erveného zéfeni, pochdzejiciho z nilské modfi,
respektive nosi¢oveého systému. Snimek uprostied je poté emise modrého zateni,
emitovaného kurkuminem. Pro vyhodnoceni experimentu bylo vyuzito zejména
rozdilné vinové délky zateni obou fluoroforti — nilské modii a kurkuminu, kdy
na snimku vlevo je znazornén piekryv piedchozich obrazi fluorescenc¢niho
zafeni nosiCovych systémil a inkorporovaného modelového 1é¢iva. Modelové
1é¢ivo kurkumin bylo pozorovano ve stejnych oblastech jako fluorescenéni
znacky nosicového systému, coz demonstruje kolokalizaci kurkuminu
anosicovych systémii v bunice. Stejny experiment byl taktéZz realizovan
s nosiCovym systémem kurkuminu, pfipravenym z HA-NM-C6. Snimky
Z experimentu jsou ve stejném poradi, jako v pfipadé HA-NM-C18:1,
znazornény na Obrazku 57. Zavery z pozorovani prekryvu emise zafeni nilské
modii a kurkuminu jsou stejné jako v pfedchozim ptipade, kdy se opét jedna

0 kolokalizaci nosic¢e a modelového 1é¢iva ve fibroblastu.

Na zékladé vysledki téchto experimentl lze testované polymerni micely,
ptipravené¢ z HA-NM-C6 a HA-NM-C18:1, povazovat za vyhovujici nosi¢ové

systémy, jez dokazou vstoupit a doru¢it modelovou latku dovnitt fibroblastu.
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emise zareni nilské modfi emise zareni kurkuminu prekryv snimku

Obrézek 56: Snimky vybraného fibroblastu inkubovaného s PM na bazi HA-NM-
C18:1.

emise zareni nilské modfi  emise zareni kurkuminu prekryv obrazu

Obrazek 57: Snimky vybraného fibroblastu inkubovaného s PM, ptipraveného
z HA-NM-CG6.
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ZAVER

Predlozend disertacni prace, vypracovana ve spolupraci s Ceskou
farmaceutickou firmou Contipro, je zaméfena na vyvoj vhodn¢ modifikovaného
hyaluronanu (HA) pro piipravu nosi¢ovych systému terapeutickych latek
detekovatelnych v biologickych systémech, piedevSim teranostik. Hlavnim
cilem bylo nalézt zpusob zavedeni vybranych fluorescencnich barviv do
struktury hydrofobizovaného hyaluronanu tak, aby derivaty HA, respektive
polymerni micely (PM) z nich pfipravené, byly detekovatelné in vitro a zejména
In vivo. Veskeré syntézy derivati HA byly zamérné provadény bez modifikace
karboxylové skupiny HA. Kratsi ¢ast doktorského studia byla vénovana syntéze
superparamagnetickych nanocastic oxidi Zeleza obalenych kyselinou olejovou
(SPION). Zavrseni celého vyzkumu predstavovalo testovani vybranych latek
a nosi¢ovych systémd invitro a in vivo, za ucelem porozuméni chovani
nosi¢ovych systémil v zivych bunikach a tkanich. Zavéry doktorské prace lze

tematicky rozdélit do Ctyt casti:

Prvni dil¢i Cast predstavovala syntéza derivatu hyaluronanu pro pfipravu
nosi¢ovych systému s terapeutickou i diagnostickou funkci — teranostik. Jako
kontrastni latka bylo vybrano NIR fluorescen¢ni barvivo cypate. Ptiprava
derivatu HA-cypate pak spocivala v nalezeni efektivniho zpisobu chemického
navazani této NIR fluorescencni latky kfetézci nizkomolekuldrniho
hyaluronanu. Jako ucinné ¢inidlo se osvédéil N,N’-karbonyldiimidazol
zprostiedkovavajici vznik esterové vazby mezi karboxylovymi skupinami
cypate a hydroxylovymi skupinami HA. Piestoze je obecné strukturni analyza
derivati hyaluronanu obtizna, v ptipadé HA-cypate se jeho vznik podatilo
potvrdit nejen pomoci NMR spektroskopie, ale predev§im také hmotnostni
spektrometrii. Druhym krokem byla hydrofobizace HA-cypate fetézci kyseliny
olejové. K tomuto ucelu byla pouzita metoda smésného anhydridu ptipraveného

In situ reakci kyseliny olejové a benzoylchloridu. Navazani cypate k HA dale
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umoznilo neinvazivni in  vivo studium chovani vybranych derivati
a polymernich micel znich pfipravenych. Jako modelova zvifata byly
pouzity zdravé imunitné¢ kompetentni mySi BALB/C, nebo tytéz mysi
snehmatnym prsnim nadorem (bunky 4T1 luc). V 1avodnich in vivo
experimentech se zdravou skupinou mysi byla pozorovdna dostatetnd emise
zafeni derivatu HA-cypate-C18:1, pficemz bylo mozno neinvazivné detekovat
jeho biodistribuci. Po intravendéznim podéani bylo mozné, pomoci preklinické
optické zobrazovaci metody, pozorovat hromadéni sledovanych latek zejména
Vv jatrech modelovych zvitat. Nasledné byly provedeny experimenty se tiemi
typy polymernich micel na bazi HA-cypate-C18:1, a to bez IéCiva,
s enkapsulovanym doxorubicinem nebo doxorubicinem a SPION, jez byly
podany mySim s prsnim nadorem. Ve vSech tiech ptipadech dochazelo
k efektivnimu nahromadéni micel v nadoru, pficemz kontrola pozice nadorové
tkané, respektive kolokalizace fluorescence, byla provedena pomoci
bioluminiscence, pochazejici z nadorovych bun¢k. Vyznamna akumulace micel
v8ak pfirozené probihala 1 v jatrech. Za vyznamné zjisténi lze povazovat, Ze
cilové misto, zeyména nador, bylo mozno vizualizovat po dobu az dvou tydnu po
jednom podéni nosicli na bazi HA-cypate-C18:1. Nejvétsi protinddorovy ucinek
byl pozorovan u micel s doxorubicinem a SPION, men$i pak u micel
s doxorubicinem. V ptipadé prazdného nosic¢ového systému nebyly pozorovany

7adné terapeutické UcCinky.

Ve snaze potlacit nezadouci akumulaci nosict, ptipravenych z HA-cypate-
C18:1, vjatrech bylo pfistoupeno k modifikaci tohoto  derivatu
poly(ethylenglykolem) (PEG). Jako vychozi derivat pro modifikaci hyaluronanu
reduktivni aminaci za vyuziti NaBH3CN slouzil oxidovany hyaluronan. Dale
bylo postupné¢ navazano fluorescencni barvivo cypate a kyselina olejova.
Rovnéz byl testovan postup s obracenym potfadim poslednich dvou kroki.

Obéma vyzkouSenymi postupy se podafilo ptipravit findlni derivat HA-cypate-
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C18:1-PEG s pfiblizn¢ stejnymi vlastnostmi. Doposud nebyla testovéna
biodistribuce HA-cypate-C18:1-PEG v modelovych zvifatech, tudiz nelze
zhodnotit, zda navazani PEG pfispélo k eliminaci akumulace dané¢ho derivatu

nebo nosicového systému z n¢j piipraveného v jatrech.

Druhou fluorescen¢ni latkou pouzitou pro modifikaci hyaluronanu byla nilska
modi. Stejné jako v ptipadé PEG byl vychozi latkou pro navazani nilské modfi
oxidovany hyaluronan a modifikace byla provedena pomoci reduktivni aminace,
a to za vyuziti komplexu boranu s pikolinem. Hyaluronan znaceny nilskou
modii byl nasledné hydrofobizovan fetézci kyseliny kapronové nebo olejové.
V piipad¢ derivatu HA-NM-C18:1 bylo pomoci fluorescen¢niho a konfokalniho
mikroskopu prokazano in vitro, ze tato latka je schopna penetrace stratum
corneum az do hlubsich vrstev ktize — epidermis i dermis. Ze syntetizovanych
latek HA-NM-C18:1 a HA-NM-C6 byly déle piipraveny kurkumin nesouci
polymerni micely a byla testovana jejich schopnost vstupu a doruceni
modelového 1é¢iva do fibroblasti. Kolokalizace fluorescence kurkuminu
a nilské modii, tedy modelového 1é¢iva a nosicového systému, v bunce ukazala,
ze pripravené polymerni micely dokézou vstoupit a zaroven dorucit kurkumin

dovnitf bunky.

V ndvaznosti na zde popsané vysledky by bylo v budoucnu zajimavé
naptiklad biologické testovani a porovnani chovani derivati hyaluronanu
s modifikovanymi pouze karboxylovymi nebo hydroxylovymi skupinami a dale

také derivath hyaluronanu modifikovanych a nemodifikovanych PEG.

Poslednim cilem prace byla pfiprava superparamagnetickych nanocéstic
oxidu Zeleza obalenych kyselinou olejovou s pozadovanou velikosti castic
Vrozmezi 5-20 nm anizkou polydisperzitou. Termdlnim rozkladem oleatu
zelezittho byly ziskdny nanocéstice pozadovanych vlastnosti (nizka

polydisperzita) pouze v pripadé¢ SPION s primérem 5 a 12 nm. V dobé
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vyhrazené pro doktorské studium se bohuzel nepodatilo najit vhodné podminky
syntézy, které by opakované vedly k ptipravé uniformnich SPION obalenych

stejnym mnozstvim kyseliny olejové.

Zavérem lze shrnout, ze byly navrzeny a pfipraveny fluorescencné znafené
hydrofobizované derivaty HA vhodné pro ptipravu nosi¢ovych systému, jez se
cilené akumulovaly v poZzadovanych mistech, naptiklad buitkach nebo nadorové
tkani. Tyto latky a nosi¢ové systémy byly navic efektivné detekovatelné in vitro
arovnéZz neinvazivné Invivo pomoci optickych zobrazovacich metod.
Z ptipravenych derivati HA bylo taktéz mozno pfipravit nosiCové systémy
terapeutik, u nichz byl prokdzdn protinddorovy uUcCinek. Modifikovany

hyaluronan se tedy jevi jako vhodny material pro ptipravu teranostik.

Ptedlozena disertacni prace je soucasti komplexniho aplikovaného vyzkumu
dlouhodobé realizovaného ve firmé Contipro. Celkové lze vSak konstatovat, Ze
ziskané vysledky pfedstavuji velmi cenné informace o chovadni nosicovych

systémi 1éCiv v biologickych systémech.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AcNM-TEMPO

C18:1
C6
CDil

CT

cmc
DIPEA
DMAP
DMEM
DMTMM

EDC

ekv.

EPR

HA
HA-C6
HA-C18:1
HA-cypate
HA-NM
HA-PEG
HAH
HoBt
HSTU

iPrOH

4-amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl, volny radikal
oleyl

hexyl

N,N-karbonyldiimidazol, systematicky di-(1H-imidazol-1-
yl)methanon)

pocitacova tomografie

kritickd micelarni koncentrace
N,N-diisopropylaethylamin
4-(dimethylamino)pyridin

Dulbeccoem modifikované Eaglovo médium
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-
methylmorfolinium-chlorid
N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
hydrochlorid

ekvivalent

efekt zvySené permeability a retence

hyaluronan

hyaluronan modifikovany fetézci kyseliny hexanové
hyaluronan modifikovany fetézci kyseliny olejové
hyaluronan modifikovany cypate
hyaluronan modifikovany nilskou modfi
hyaluronan modifikovany poly(ethylenglykolem)
kyselina hyaluronova

1-hydroxybenzotriazolu
N,N,N',N'-tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl)uronium-
hexafluorfosfat

propan-2-ol
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ICG

MRI

NIR
NHDF
NHS
NIH-3T3
NM

PBS
PEG

PET
PM
PVA
QD
RVO
SO
SPION
SPECT
SS
TBA
TEA
TEM
TG

indocyaninova zelen

zobrazovani magnetickou resonanci
blizka infraCervend oblast

lidské dermalni fibroblasty
N-hydroxysukcinimid
mys$i fibroblasty

nilskd modf

roztok fosfatového pufru
poly(ethylenglykol),
poly(ethylenoxid)

systematicky

pozitronova emisni tomografie
polymerni micely
poly(vinylakohol)

kvantové tecky

rotacni vakuova odparka

stupen oxidace

poly(oxyethylen),

superparamagnetické nanocastice oxidl Zeleza

jednofotonové emisni pocitacova tomografie

stupen substituce
tetrabutylamonium

triethylamin

transmisni elektronovy mikroskop

termogravimetrie
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PRILOHY
Priloha 1: Emise zafeni HA-cypate s maximem pii A = 699 nm, (exicitace A =

665 nm), meieno v oblasti 680-800 nm.
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Ptiloha 2: Emise zafeni HA-NM s maximem pii A = 675 nm, (exicitace A = 635

nm), méfeno v oblasti 650-800 nm.
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Ptiloha 3: DOSY spektrum latky HA-NM-C6 (D-0).
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Priloha 4: DOSY spektrum latky HA-cypate-C18:1-PEG (Metoda B).
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