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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou tvorby reverzibilnich
supramolekularnich geld, jez vznikaji v dasledku vazby jedno-, dvou- a tfivaznych liganda
na bazi adamantanu do kavity B-cyklodextrinu, jimz byly modifikovany biopolymery
chitosan a hyaluronan. Teoretickd ¢ast bakalarské prace je zaméfena na charakteristiku,
zdroje a vyuziti ptirodnich biopolymert chitosanu a hyaluronanu, je zde také zminéno jejich
vyuziti pfi tvorbé supramolekuldrnich siti. Cilem experimentdlni Casti bylo pomoci
isotermalni titracni mikrokalorimetrie stanovit termodynamicky profil vazby ligandi na bazi
adamantanu do kavity B-cyklodextrinu, kterym byly biopolymery modifikovany. Dlraz byl
kladen na stanoveni hodnot stechiometrickych poméri vazby jedno-, dvou- a tfivaznych
ligandii pfi tvorbé supramolekularnich siti. Touto studii bylo potvrzeno, ze takto
nekovalentné sitované gely mohou vznikat. VSechny ziskané vysledky byly zpracovany a
vyhodnoceny v diskuzni ¢asti a z nich vyplyvajici usudky byly zhodnoceny v zavéru této

bakalaiské prace.

Kli¢ova slova: chitosan, hyaluronan, -cyklodextrin, isotermalni titracni mikrokalorimetrie

ABSTRACT

The Bachelor thesis is focused on the study of reversible supramolecular gels which
are created as a result of complexation between single, binary or triple bound
adamantan-based ligands and the B-cyclodextrin cavity which has been used for
modification of chitosan and hyaluronan biopolymers. The theoretical study includes
characteristics, sources and the use of chitosan and hyaluronan, it also implies their role
in the supramolecular net formation. The aim of the experimental study was to determine
thermodynamic profile of the adamantan-based ligands binding with B-cyclodextrin cavity
that has been used for modification of chitosan and hyaluronan biopolymers. The main task
was to determine the complex stoichiometry for each interaction for all three types of ligands
during supramolecular net formation. This study confirms the possibility of noncovalent gel

formation, all experiments and results are discussed in the conclusion of this thesis.

Keywords: chitosan, hyaluronan, B-cyclodextrin, isothermal titration microcalorimetry
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UvVOD

Ptirodni biopolymery chitosan a hyaluronan jsou latky sacharidové povahy, jez jsou
charakteristické svou biokompatibilitou a vybornymi netoxickymi vlastnostmi. Jedna se tak
o latky vysoce cenéné, s velkym potencidlem pro vyuziti nejen ve farmaceutickém primyslu,
mediciné nebo v tkanovém inzenyrstvi, ale také v potravinaiském pramyslu. Chitosan i
hyaluronan lze vhodn¢é modifikovat za ucelem zlepSeni ¢i zmény jejich fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Této modifikace mize byt dosaZzeno napiiklad kovalentnim navazanim
cyklodextrinovych jednotek, které mohou byt soucasti inkluznich komplext s riznymi
molekulami, jez slouzi jako linkery umoziujici vznik reversibilnich supramolekularnich
chitosanovych, resp. hyaluronanovych siti. Prostfednictvim téchto siti dochdzi ke tvorbé
supramolekuldrnich gelli, majicich potencial uplatnit se jako nosice 1é€iv ¢i jinych biologicky
aktivnich molekul. Proto je velmi zadouci zabyvat se problematikou vzniku zminénych siti,
napiiklad pomoci isotermalni titra¢ni mikrokaloriemterie, jez byla vyuzita i pro ucely této
bakaldiské prace zabyvajici se studiem supramolekuldrniho chovani vySe jmenovanych

biopolymerii modifikovanych p-cyklodextriny.
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1 BIOPOLYMERY CHITOSAN A HYAULURONAN

1.1 CHITOSAN

Jedna se o jeden z vyznamnych ptirodnich polysacharidii, jenz diky své molekulové
struktufe, obsahujici reaktivni funk¢éni skupiny, mize byt kombinovan s riznymi bioaktivnimi
materidly. To nasledn¢ umoznuje jeho vyuziti ve farmacii, kosmetice, tkanovém inzenyrstvi

¢i v potravinafském primyslu.!

1.1.1 Historie

Chitosan se ziskava z chitinu, jenz byl poprvé identifikovan a pozorovéan v houbach
francouzskym profesorem Henrim Braconnottem v roce 1811 a pozd¢ji byl izolovan také
ze schranek hmyzu a korysi. Samotny chitosan byl objeven vroce 1859 Charlesem
Rougetem, jeho chemicka struktura byla vSak identifikovana az vroce 1950 pomoci

rentgenovych paprski.

1.1.2 Chemicka struktura

Chitosan, n¢kdy zvany jako deacetylovany chitin, je pfirodni polykationicky linearni
polysacharid upraveny ¢asteCnou deacetylaci chitinu, jenz je stavebnim prvkem exoskeletu
hmyzu, koryst (pfedevsim krevet a krabil) a bunécnych stén hub. Také je druhym nejcastéjsim
v ptirodé se vyskytujicim polysacharidem.! Sklada se z uhliku (44,1 %), vodiku (6,84 %) a
dusiku (7,97 %).2

Struktura chitosanu je tvofena z D-glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu spojenych
B-(1—4) glykosidickou vazbou. Vyznacuje se kationickou povahou, coz je vyjimecné,

protoze vétSina polysachariddi je v kyselém prostiedi obvykle neutrdlni nebo negativné
OH OH OH
O o}
/%%%
NH; NH,

O
O/
NH
N

Obrazek 1: Chemicka struktura chitosanu

nabita.!
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Aminové skupiny v chitosanu jsou protonovany kyselym pH a pfenaseji pozitivni
naboj na chitosanové fetézce, coz umoznuje vytvaret elektrostatické komplexy nebo
vicevrstvé struktury s jinymi negativné nabitymi syntetickymi ¢i pfirodnimi polymery.
Obecné plati, Ze chitosan ma tfi typy reaktivnich funk¢énich skupin. Jeho aminoskupiny maji
primarni i sekundarni hydroxylové skupiny v polohéch C», Cs a Cs, coZ umoziuje modifikaci
pro vyuziti pfi aplikacich v oblasti tkanového inzenyrstvi. Stupeii deacetylace, krystalinita a
molekulova hmotnost jsou hlavnimi aspekty, jimiz mize byt provedena modifikace chitosanu,

za udelem zisku specifickych vlastnosti.>

Chitosan je nerozpustny ve vodé¢ a organickych rozpoustédlech. Rozpustnym se stava,
jakmile je smichan s kyselinou octovou, dusi¢nou, chlorovodikovou, chloristou nebo
fosfore¢nymi kyselinami. Rozpustnost derivatii chitosanu mize byt pozorovdna zejména
v kyselych vodnych roztocich, které maji pH niZ§i nez 6,5. Soucasné¢ muizZe byt rozmezi

rozpustnosti ménéno depolymeraci.’

1.1.3 Produkce

Surovinou pro vyrobu chitosanu je chitin, jehoz hlavnimi zdroji jsou nejcastéji
schranky korysl, zejména krabii a krevet. Obvykle jsou schranky rozdéleny podle velikosti a
druhu, poté vycistény, vysuSeny a rozemlety. Pfi dalSich postupech se uplatiiuji Ctyfi hlavni
kroky. Jsou to demineralizace, deproteinizace, zména barvy a deacetylace. Nejdiive dochézi
k extrakci chitinu z vnéjSich schranek korysi kyselou cestou pomoci ziedéné kyseliny
chlorovodikové (HCl) za ucelem rozpusSténi uhliitanu vépenatého. Nasleduje extrakce
alkalickym roztokem hydroxidu sodného (NaOH), aby byly odstranény proteiny, poté je
produkt odbarven 0,5 % roztokem manganistanu draselného (KMnOQOs) a kyseliny §tavelové
(H2C204) za vzniku chitinu, ktery je nasledné deacetylovan. Konverze chitinu na chitosan lze
dosdhnout enzymatickou nebo chemickou deacetylaci, z ekonomickych divodi je vSak pro
komeréni vyrobu chitosanu Castéji pouZivana chemickd deacetylace v horkém,
koncentrovaném NaOH. Kone¢né produkty musi byt diikkladné procistény, pokud maji byt
pouzity pro biomedicinské nebo farmaceutické ucely, nebot’ pifipadna rezidua proteint,

minerali nebo pigmentdi by mohla zpGsobit vazné vedlejsi uginky. !
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1.1.4 Biologické vlastnosti
Antioxidant

Antioxidacni aktivity chitosanu byly rozsahle studovany in vitro a in vivo za pouziti
riznych metod a bylo zjiSténo, Ze souvisi s jeho strukturnimi charakteristikami, vcetné
molekulové hmotnosti a stupné deacetylace, stejné jako zavisi na zdrojovém materidlu

chitosanu.?

Studie ptirodniho chitosanu ziskaného ze schranek krabli a z hub shiitake prokazala,
ze delsi N-deacetylacni Casy vedou k vétSimu poctu aminovych skupin v polohach Co, které
vyznamné prispivaji k antioxidac¢ni ¢innosti. U obou testovanych zdrojii bylo zjisténo, zZe
vychytavani hydroxylovych radikdli a tvorba konjugovanych dienti pfispivaji
k nejvyrazngj$im antioxida¢nim u¢inkiim s vyslednou EC50 (efektivni koncentrace, ktera
vykazuje 50 % antioxidacni G¢inek) niz$i nez 1,5 mg-ml™!. Také molekulova hmotnost ma na
antioxidacni ucinky chitosanu vyznamny vliv, nebot’ nizkomolekularni chitosan vykazuje pii

odstranovani superoxidovych a hydroxylovych radikalii vyrazngj$i uCinky nez chitosan

vysokomolekularni.?

Zaucelem zlepsit antioxidacni G€inky chitosanu byly jeho molekuly riznymi zpiisoby
modifikovany. Naptiklad u sulfatovanych chitosani se schopnost odstraiiovani radikalt

vyrazné navysila, oproti chitosanu nemodifikovanému.?
SniZovani obsahu lipidi v téle

Aktivita chitosanu pfi sniZovani obsahu lipidl bez jakychkoli vedlejsich ucinka v téle
byla pozorovana jiZ od 80. let u zvifat a u lidi poprvé v roce 1993. Vyrazna schopnost sniZovat
plazmu a jaterni triacylglyceroly, stejné jako celkovou hladinu cholesterolu, je dobie
zdokumentovana a byla pozorovana u velkého poctu zvitfat. V soucasné dob¢ se vSak stale
vice pozornosti vénuje zkoumani mechanismi, které jsou zédkladem této hypolipidemické
aktivity chitosanu. Chitosan se siln€¢ vaze na tuky, cholesterol a Zlu¢ové soli, coz je castecné
dasledkem hydrofobnich interakci a vodikovych vazeb mezi lipidy a chitosanem, ¢astecné
elektrostatickou pfitazlivosti pozitivné nabitych aminoskupin chitosanu a negativné nabitych
karboxylovych skupin mastnych kyselin a zlu¢ovych soli. To vede k zachyceni tukovych
kapének v Zaludku a k jejich pozdéjSimu sraZeni v tenkém stfeve, ¢imz se zpomaluje traveni
tuk. Chitosan rovnéZ pomdha udrzovat hladiny antioxida¢nich enzymu, jako jsou
superoxiddismutasa, katalasa a glutathionperoxidasa, které hraji dileZitou roli pfi peroxidaci

lipidd. V neposledni fadé mé vyrazny vliv na plazmatické adipocytokiny a vyznamné snizuje
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index adipozity. Tim reguluje mnozstvi cirkulujicich triglyceridd a putsobi tak proti

zanétlivym onemocnénim a metabolickym zméndm.?

we

DalSi ucinky chitosanu

Chitosan ma mnoho dalSich dobfe zdokumentovanych biologickych G¢inkli a zdravotnich
ptinost, véetné prevence selhani ledvin, hojeni ran, redukce zalude¢nich viedi (protizanétlivy
ucinek), dale vykazuje antigenotoxickou a protinddorovou aktivitu. V poslednich letech se
stale vice studii zabyva biologickou aktivitou derivati chitosanu, zejména téch, které maji
nizkou molekulovou hmotnost. Napiiklad chitosanové oligosacharidy pfipravené
enzymatickou degradaci/depolymerizaci vykazuji mnoho novych biologickych funkei,

jakymi jsou naptiklad imunomodulaéni a hemostatické G¢inky.>

1.1.5 Vyuziti

Diky svym jedinecnym vlastnostem, jimiz jsou bioaktivita, antimikrobni a
antioxida¢ni uc¢inky a biokompatibilita, je chitosan atraktivni jako potencialni material
pro biologické aplikace v medicin€, potravinafstvi, kosmetickém a farmaceutickém
pramyslu.*

Nosice 1é¢iv

Bylo provedeno nékolik studii s cilem zjistit potencial chitosanu jako oralniho nosice
1é¢iv, nebot’ jeho perordlni podavani neni toxické. Pouziti takovych nosic¢a 1éCiv eliminuje
nezadouci U€inky systémového podavani. Slouceniny na bazi chitosanu mohou byt vyuzity k
vytvofeni lokdlniho systému pro podavani 1é¢iva s poZadovanymi mechanickymi vlastnostmi,
casem kontaktu a profilem s prodlouzenym uvolfiovanim, pficemZ je udrZzovan dokonaly
kontakt 1éCiva s ustni sliznici. To vede ke zvyseni biologické dostupnosti oralni 1écby riznych
onemocnéni. Také byly vyvinuty chitosanové mikrosféry pro aktivni uvoliovani 1é€iva v

misté onemocnéni.*
Antimikrobialni aplikace

Polykationické chovani chitosanu v kyselém prostiedi je hlavnim faktorem, ktery
prispiva k jeho antimikrobialni aktivité. Diky svym pozitivnim povrchovym ndbojim
za kyselych podminek interaguje s anionickymi slozkami na bakteriich, naptiklad se zdporné
nabitymi lipopolysacharidy na vnéj§im povrchu membran gramnegativnich bakterii nebo s

peptidoglykanem a kyselinou teikoovou v bun&nych sténach grampozitivnich bakterii.>
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Diky sv¢é biologické rozlozitelnosti, netoxicité a vnitinim antibakterialnim ucinkim je
tak chitosan Siroce vyuZzivan jako antimikrobidlni latka slouzici pro zlepSeni kvality potravin
a prodlouzenti jejich skladovatelnosti. Pozadovanych antimikrobidlnich u¢inkt 1ze dosdhnout
pouzitim chitosanu a jeho derivati bud’ samotnych nebo smichanych s dal§imi slozkami.
Naptiklad kombinaci chitosanu a biologicky kontrolovanych kvasinek spole¢n¢ s chloridem
vapenatym lze fidit produkci modré plisné v hruskach. Synergicky efekt vSech latek
dohromady zajist'uje vyssi a trvalejsi Gcinek pii redukei plisn€ nez pii pouziti téchto latek

samostatné.’

Krom¢ bakteridlni a antifungalni aktivity byl chitosan v neddvné dobé testovan
pro svou uc¢innost proti virovym infekcim zptisobenym potravinami véetn¢ lidského noroviru

nebo enterovirt.’

V nékterych piipadech mizZe byt chitosan modifikovan tak, aby se zlepSila jeho
antimikrobidlni u¢innost v urcitych potravinaiskych systémech. Naptiklad vrstva komplexu
chitosan-glukdzy je vysoce u¢inna jako ochrana hub pred mikrobidlni degradaci a zlepsuje
jejich poskliziiovou kvalitu. Tato vrstva udrzuje pevnost houbovych tkani, inhibuje zvySovani
respirace, shizuje mnozstvi mikroorganismii a zpomaluje zmény koncentrace kyseliny

askorbové pii zachovani celkové smyslové kvality.
Emulze na bazi chitosanu

Chitosan je v potravinarském primyslu povazovan za vynikajici emulgator hydrokoloidt
a lze jej pouzit ke stabilizaci oleje ve vodé bez nutnosti pfidani jakékoliv jiné povrchové
aktivni latky. Je tomu tak proto, Ze za kyselych podminek jsou aminoskupiny protonovany,
coz dava chitosanu pozitivni povrchovy naboj. Tim se méni na amfifilni latku, kterad mtize
adsorbovat bioaktivni latky na rozhrani olej/voda, ¢imz se usnadni tvorba emulze snizenim
mezifazového napéti. Emulgacni schopnost chitosanu je vSak velmi zavisld na jeho
molekulové hmotnosti a stupni deacetylace. Bylo prokazéno, Ze chitosan s nizkou
molekulovou hmotnosti vykazuje lepsi emulgacni vlastnosti nez chitosan s vysokou
molekulovou hmotnosti, stupen deacetylace je emulgacné ptiznivejsi pi1 nizkych (60 %) nebo
vyrazné€ vysokych hodnotach (86 %) ve srovnani s chitosanem se stfedné vysokou deacetylaci
(65 — 77 %). Uginky stabilizace emulze jsou také zavislé na jeho koncentraci, zejména pokud
jde o chitosan se stfedné¢ vysokym stupném deacetylace. Ackoli je povrchova aktivita

chitosanu omezena, pouzitim vySSich koncentraci dochazi ke vzniku emulze s vyssi
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viskozitou, ktera stabilizuje kapicky oleje tim, Ze vytvaii hustsi a silngjsi elektrolytickou sit’

na rozhrani vodné faze.?

Jako novy pftistup ke zlepSeni kvality potravin byla zkouména emulze na béazi chitosanu
ve form¢ jedlého natéru. Mineralni emulze olej-chitosan byla studovéana za ucelem mozného
vyuziti ve formé& néatérového materidlu na slepicich vejcich, jenz by umoznil udrzet kvalitu
vajec a prodlouzil by jejich skladovatelnost. Bylo zjisténo, Ze dana emulze u vajec
uchovavanych pii pokojové teploté minimalizovala ibytek hmotnosti a zachovala kvalitu

bilku a Zloutku minimélné o 3 tydny déle oproti vejcim uchovavanych bez natéru.>
Ochranné filmy na potravinach

Béhem posledniho desetileti se potravinaisky primysl stile vice zajimd o vyvoj
novych aktivnich povlakl jako obalovych materidlii potravin. Mezi t€émito biomaterialy je
chitosan jednim z nejslibnéjSich diky kombinaci vynikajicich vlastnosti vytvaret povrchové
filmy a diky své antimikrobialni aktivité. Protoze je sdm hydrofilni povahy, nevykazuji tak
filmy tvofené pouze chitosanem odpovidajici vlastnosti, které by umoznily odolnost potravin
vuci negativnimu plsobeni vodni pary ¢i kysliku pii dlouhodobém skladovéni. To vedlo k
novému vyvoji aktivnich chitosanovych filmid nebo povlakl, které jsou pfipraveny v
kombinaci s pfirodnimi antimikrobialnimi latkami nebo vznikaji v€lenénim jedné ¢i vice
bioaktivnich slouc¢enin. Aktivni filmy na bazi chitosanu mohou byt pouZivany k potahovani
riznych potravin, zejména ovoce a masa. Naptiklad produkce chitosanového filmu u extraktu
zeleného caje vedla ke zlepSeni jeho mechanickych vlastnosti a odolnosti proti pliobeni
vodnich par, zejména v disledku zvySené mezimolekularni interakce mezi fenolickymi

slou¢eninami a chitosanem.?
Hydrogely na bazi chitosanu

Hydrogely jsou definovany jako hydrofilni polymerni sit&, které mohou absorbovat zna¢né
mnozstvi vody, od 10 % do tisicindsobku jejich suché vahy, ¢imz se zvétsuji, ale pfitom se ve
vodé¢ nerozpousteji. Kdyz je trojrozmérna polymerni sit’ chemicky nebo fyzikaln€ propojena,

vznik4 hydrogel.?

Jednim z nejvice zkoumanych typt hydrogeld je hydrogelova kulicka, a to pfedev§im
diky své snadné ptfipraveé. Vytvari se spontanné pridanim vysoce koncentrovaného roztoku
polymeru po kapkéch do sitovaciho roztoku obsahujiciho opaéné€ nabité ionty nebo

polyelektrolytické polymery.>
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Pro pfipravu hydrogelové kulicky se kroztoku trifenyfosfatu pomoci injekéni
stiikacky prida koncentrovany roztok chitosanu (az 3 %). Pouzitim injek¢éni stiikacky se zajisti
malé velikost ¢astic. Bylo prokazano, Ze tyto hydrogelové kulicky jsou citlivé na bobtnani
vlivem méniciho se pH. Chitosanové hydrogelové kulicky lze také piipravit zesitovanim
chitosanu s negativné nabitym polymery, jako jsou alginat a pektin. Hydrogely na bazi
chitosanu maji riizné aplikace nejen v biomedicinském a farmaceutickych primyslu, ale také
jsou potencidlné¢ velmi slibné pro vyuziti v potravinaistvi, napiiklad pro zapouzdieni a

doruceni zivin do mista uréeni.’
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1.2 HYALURONAN

Ptirodni mukopolysacharid nachazejici se v extracelularnim matrixu zivych organismi,
mezi jehoz biologické funkce patii udrzba elastoviskozity tekutého pojivového materialu
tkani, kontrola hydratace tkani, transport vody v organismu ¢i supramolekuldrni
shromazd’ovani proteoglykanli v extraceluldrnim matrixu. Nachédzi uplatnéni zejména

v mediciné nebo ve farmacii.’

1.2.1 Historie

Prvni zminky o hyaluronanu se vyskytly v ¢lanku, jenz v roce 1934 sepsali Karl Meyer
a John Palmer. Popisuji v ném polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti izolovany
z hovéziho sklivce. V nésledujicich deseti letech Meyer spole¢né s dalSimi védci izolovali
hyaluronan z riznych zvifecich orgdnt, naptiklad z kloubni tekutiny ¢i pupecni $itliry a v roce
1937 izoloval F. Kendall hyaluronan z pouzder streptokoki skupiny A, B, a C. Tento objev
m¢él velky vyznam, nebot’ dnes jsou kmeny bakterii rodu Streptococcus nejspolehlivéjsim
zdrojem vyuZzivanym pro priimyslovou produkci hyaluronanu.® V té dobg byl také z extraktl
savéich varlat izolovan enzym hyaluronidasa. Uplna chemicka struktura hyaluronanu vsak
byla objevena az o dvacet let pozdéji. Béhem nasledujicich let pak byly objasnény fyzikalné-
chemické vlastnosti hyaluronanu. Studie provadéné pomoci elektronového mikroskopu
odhalily, Ze se jednd o linearni polymer. Tento polymer byl charakterizovan jako
polydisperzni a pii vysSich koncentracich vykazoval vysokou viskozitu. V roce 1970 védei T.
Hadringham a H. Muir zjistili, ze proteoglykany v chrupavkéch specificky reaguji spole¢né
s hyaluronanem, a tento objev nastavil novou éru pro studovani interakci mezi hyaluronanem
a bilkovinami. V pribéhu poslednich tficeti let bylo vice nahlédnuto do biosyntézy a
katabolismu hyaluronanu, stejné¢ jako byly popsany jeho vlivy na biologické aspekty migrace
bunék a jejich diferenciace, pfi ristu metastaz a nadort ¢i pii zanétech. Proto je hyaluronan v
soucasné dob¢ povazovan za vSestranny polysacharid, jenZ ma jedine¢né fyzikalni vlastnosti

s mnoha strukturalnimi a fyziologickymi funkcemi.’

1.2.2 Vyznam

Kyselina hyauluronova je nesulfatovany polysacharid patfici
mezi glykosaminoglykany. Je pojmenovéana pro svij sklenény vzhled, proto ma prvni ¢ast
nazvu svlj ptvod v feckém slové hyalos, které znamenda sklo. Druhd ¢ast ndzvu, uronova

kyselina, zna¢i piitomnost cukru ve struktuie.® Nejcast&ji vSak byva tato sloucenina
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oznacovana ndzvem hyaluronan, protoze se vyskytuje in vivo jako polyanion a nikoliv
ve formé protonované kyseliny.” Tato amorfni latka vypliiuje extracelularni prostory
mezi kolagennimi vladkny a svazky. Ve své chemické 1 molekularni form¢ je totozna

pro viechny tkané a savce, a proto je druhové nespecificka.®

Hyaluronan je Siroce rozsifen mezi obratlovci a predstavuje soucast bunééného povlaku
mnoha kmenti bakterii. Pivodné se predpokladalo, Ze hlavni funkce hyaluronanu jsou
mechanické, protoze ma v téle ochrannou tlohu, ktera stabilizuje strukturu a tlumi nérazy.
Nedavno vsak bylo zjisténo, ze plni vyznamnou roli také pii zprostfedkovani fyziologickych
funkei prostfednictvim interakci s vazebnymi proteiny a receptory bunécného povrchu, véetné
morfogeneze, regenerace, hojeni ran a invaze nadort, stejné jako pii dynamické regulaci

interakci na Grovni bunééné signalizace.’

Rozséhlé studie chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti hyaluronanu a jeho
fyziologické ulohy v lidském organismu spole¢né s jeho vSestrannymi vlastnostmi, jako jsou
biokompatibilita, neimunogenita, biologicka odbouratelnost a viskoelasticita, dokazuji, Ze je

idealnim biomaterialem pro kosmetické, 1ékafské a farmaceutické aplikace.’

1.2.3 Chemicka struktura

Hyaluronan je vysokomolekularni homogenni polysacharid Siroce rozsifeny v sav¢ich
bunikach a tkanich. Je sloZzen z opakujicich se polymernich disacharidovych jednotek
tvofenych D-glukuronovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem spojenych p-(1—3)
glykosidickou vazbou. Sousedni disacharidové jednotky jsou pak spojeny B-(1—4)
glykosidickou vazbou a takto miize byt vazano 200 — 20 000 disacharidovych jednotek.?

OH OH
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Obrazek 2: Chemicka struktura hyaluronanu

Ve vodnych roztocich tvoii hyaluronan specifické stabilni terciarni struktury, které se

vyskytuji v mnoha konfiguracich a tvarech v zavislosti na jejich velikosti, koncentraci soli,
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pH a pfidruzenych kationtech. Na rozdil od ostatnich glykosaminoglykanti neni hyaluronan
kovalentné ptipojen k proteinovému jadru, mize vSak vytvaret agregaty s proteoglykanem. Je
také schopny pojmout vysoky obsah vody, coz déva jeho roztokiim vysokou viskozitu i

pii nizkych koncentracich.!'”

Nuklearni magnetickd rezonance, rentgenova difrakce a molekularni modelovani
poskytuji dikazy o existenci uspofadané struktury molekul roztoku hyaluronanu. Udaje
ziskané z téchto technik naznacuji, ze mezi dvéma sousednimi disacharidovymi jednotkami
existuje az 5 vodikovych vazeb a sekundarni struktury jsou vytvofeny jako dvojnasobné
Sroubovice zkroucenim kazdé disacharidové jednotky o 180 °. Uvniti sekundarni struktury
existuji hydrofobni interakce tvofené axidlnimi vodikovymi atomy piiblizn€ osmi CH skupin
rozlozenych stfidavé po stranidch sekundarni struktury. Tyto hydrofobni casti energeticky
podporuji tvorbu tercidrni struktury, kterd je rovnéz stabilizovana diky vodikovym vazbam.
Hydrofobni interakce spole¢né s vodikovymi vazbami brani elektrostatickému odpuzovani a
umoznuji agregaci velkého poctu molekul, ¢imz dochazi k tvorbé molekuldrnich siti

hyaluronanu.’
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Obrazek 3: Schéma terciarni struktury hyaluronanu

1.2.4 Biosyntéza a degradace

Hyaluronan miiZze byt produkovan z mnoha zdroji, dvéma nejb&znéj$imi jsou extrakty
z kohoutich hiebinkli a rekombinantni produkce za pouziti bakterii rodu Streptococcus,
pii¢emz kazdy produkt ma mirné odligné reologické vlastnosti.> Syntéza hyaluronanu probih4
diky specifickym enzymim zvanym hyaluronan syntasy, které jsou vazany
na cytoplazmatickou membranu. Tyto enzymy syntetizuji hyaluronan na vnitini strané
membrany, odkud je poté transportovan pomoci porovitych struktur do extraceluldrniho

prostoru. U savcil existuji tf1 typy téchto enzymi, a to hyaluronan syntasa I, I a IIl. Kazdy
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tento enzym vykazuje odliSné enzymatické vlastnosti a syntetizuje fetézce o raznych délkéch.
10

Enzymatickou degradaci dochdzi k rozstépeni hyaluronanu na malé polymery vlivem
enzymu hyaluronidasa, kdy kazdy z téchto polymert je slozeny z rizné dlouhych dimerovych
fetézcil.’ Tyto degradacni produkty vykazuji pro-angiogenni vlastnosti. Hyaluronidasa rovnéz
snizuje viskozitu hyaluronanu a tim se zvysuje propustnost tohoto polymeru tkdnémi. Proto
se hyaluronan pouzivd v medicin¢ jako nosi¢ 1éCiv, za ucelem urychleni transportu 1€ku v

organismu a tim i jeho okamzitého dodani do mista uréeni. !!

Je také moznd degradace neenzymatickym mechanismem volnymi radikaly
za pritomnosti redukcnich Cinidel, jako jsou kyselina askorbova, thioly, Zeleznaté nebo

méd’naté ionty. Jedna se o proces, ktery vyzaduje piitomnost molekularniho kysliku. !

1.2.5 Receptory pro hyaluronan

Existuje mnoho proteint, které se vazi na hyaluronan. Nazyvaji se hyaladheriny a jsou
rozsifeny v extraceluldrnim matrixu, na povrchu, v cytoplasmé i vjadie bunky.
Proteiny, které piipojuji hyaluronan k bunéénému povrchu, tak umoznuji vytvaret
hyaluronanové receptory. NejvyznamnéjSim ztéchto receptori je transmembranovy
glykoprotein CD44 (cluster of differentiation 44), ktery se nachazi prakticky na vSech
bunéénych povrsich, kromé ¢ervenych krvinek. Jeho funkcemi jsou regulace bunéénych déja

jako jsou bunééna adheze a migrace, aktivace lymfocytil ¢i tvorba metastaz.’

DalSim duleZitym receptorem je receptor zprostiedkované motility RHAMM
(hyaluronan-mediated motility receptor). Jedna se o funkéni receptor endoteliarnich bunék a
bun¢k hladkého svalstva v plicnich artériich a dychacich cestach. Interakce
mezi hyaluronanem a RHAMM zajistuji kontrolu bunécného ristu a bunéfné migrace.
Silnym stimulantem motility hladké svaloviny je (TGF)-B1 faktor (transforming growth factor
beta 1), ktery vyvola syntézu RHAMM a tim umoziiuje pohyb svalstva.’

1.2.6 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Hyaluronan a jeho pfidruzené struktury maji mnoho fyziologickych funkci, mezi néz
patii regulace vody ve tkanich a matrixu, strukturni a prostor vyplilujici vlastnosti ¢i
zvlh¢ovani. Zmény uspotadané struktury vSak mohou vést ke zménam fyziologickych funkci,

naptiklad viskoelastickych a mechanickych, nebot’ ty jsou vysoce zavislé na sekundarni a
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terciarni struktufe. Hyaluronan v pevné fazi, pfipraveny pii nizkych hodnotach pH, tak
vykazuje dvojité Sroubovicovou strukturu zna¢né odlisSnou od struktur, jez hyaluronan tvofi

ve vodném roztoku.

Pisobenim vody se hyaluronan méni z newtonské kapaliny na nenewtonskou, piic¢emz
se zvySuje jeho molekulovd hmotnost a koncentrace. Viskoelasticita vodnych roztoki
hyaluronanu miize byt také ovlivnéna v€lenénim malych molekularnich ¢inidel, naptiklad
pritomnost fosfolipidii, guanidinu nebo chloridu sodného snizuje elastické 1 viskozni
vlastnosti.” Poget vodikovych vazeb mezi molekulami vody a atomy hyaluronanu byl
stanoven pomoci molekuldrnich dynamickych simulaci na 10 az 15 pro kazdou
disacharidovou jednotku. Diky tomu vykazuje hyaluronan mnohem vys$i schopnost vazat
vodu oproti jingm polysacharidiéim, jako jsou napiiklad alginat nebo karagenan.” Molekuly
hyaluronanu jsou dobie rozpustné ve vod¢, s niz vytvareji gel, ktery se chova jako lubrikant a

také absorbuje vodu. To dava hyaluronanu hygroskopické a homeostatické vlastnosti.®

1.2.7 Produkce

V soucasné dobé je primyslova vyroba hyaluronanu zaloZena bud’ na extrakci
z zivociSnych tkdni nebo na rozsdhlé bakterialni fermentaci s geneticky modifikovanymi
kmeny. Tyto procesy jsou Siroce vyuZzivany a jsou schopny poskytnout produkty
s molekulovou hmotnosti nad 10% g.mol!, coz je zadouci piedev§im pro biomedicinské a

kosmetické vyuziti.'?
Extrakce ze zvireci tkané

Od pocatku tficatych let dvacatého stoleti, kdy byl hyaluronan poprvé izolovan
ze sklivee skotu, zaCala byt jeho produkce realizovana i1 s pouZzitim jinych zvifecich tkani
vcetng lidské pupecnikové sitiry, kohoutich hiebinkd a hovézi kloubni tekutiny. Plati, ze takto

ziskany hyaluronan ma pfirozené vysokou molekulovou hmotnost.'?

Ackoli hyaluronan ze zvifecich tkdni stale ziistava dulezitym zdrojem pro vétSinu
vyrobki zalozenych na jeho bazi, z mnoha divoda byly hledany alternativni vyrobni procesy.
Ptedevsim proto, Ze extrakéni procesy jsou technicky limitovany naro¢nymi podminkami
spojenymi s mletim, kyselym zpracovdnim a opakovanou extrakci organickymi rozpoustédly.
Tato nekontrolovatelna degradacni technika vyrazné ovliviluje nejen vytéznost, ale i
polydisperzitu hyaluronanu. Druhym problémem je, Ze zvifeci hyaluronan muize byt stale

vazan na bunécné proteiny vcetné hyaluronidasy. Tyto kontaminujici bilkoviny jsou
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nezéadouci, nebot’ mohou negativné ovlivnit imunitni odpoveéd’. Navic existuje potencialni
riziko kontaminace nukleovymi kyselinami, priony a viry, které by mohly nasledn¢ vést
k ptenosu infek¢nich onemocnéni. Extrakce hyaluronanu ze zvitecich tkani je rovnéz velmi
nakladnd, ¢asové narofna a vyzaduje pouziti velkych technologickych zatizeni nutnych
ke shromézdéni tkan¢ a k nasledné extrakci a CiSténi hyaluronanu. V dusledku téchto
technickych a bezpecnostnich otazek je preferovana spiSe biotechnologickd vyroba

hyaluronanu.'?
Extrakce bakterialniho hyaluronanu

V poslednich dvou desetiletich se neustdle vyvijela produkce hyaluronanu
prostiednictvim bakteridlni fermentace. V pocatecnim stadiu rozvoje byly skupiny
streptokokt A a C, které pfirozené€ produkovaly hyaluronan, péstovany ve fermentorech a poté
byl hyaluronan purifikovéan. ProtoZe vSak tyto bakterie produkuji fadu toxini, hledala se jejich
alternativa. Jakmile byly stanoveny geny kodujici biosyntetickou drahu hyaluronanu,
mnozstvi bakterii (Bacillus, Agrobacterium, E. coli a Lactococcus) bylo geneticky

modifikovano tak, aby exprimovalo tyto geny a produkovalo hyaluronan.'?

V soucasnosti jsou hlavnimi primyslové péstovanymi producenty hyaluronanu
bakterie Bacillus subtilis spolecné s bakteriemi rodu Streptococcus skupiny A a C. PiedevSim
Bacillus subtilis ma vysoce rozvinutou biosyntetickou kapacitu a schopnost rlstu v

primyslovych fermentorech a jeho systém neobsahuje exotoxiny ani endotoxiny.?
Produkce in vitro

Zatimco bakteridlni expresni systémy mohou produkovat hyaluronan ve fermentorech
malého objemu, ve vétSich systémech produkce hyaluronanu zvysuje viskozitu média, coz
vede k Spatnému miseni a nizké rychlosti prenosu kysliku, takze je €asto obtizné ziskat vynosy
vétsi nez 6 — 7 g1, Vysoka polydisperzita hyaluronanu vznikajici pfi bakterialni fermentaci
zustava 1 nadale vyzvou, jelikoZ produkce extraktu o nizké polydisperzité nebo idealné
monodisperze se zda byt vysoce zavisla na podminkach péstovani bakteridlni kultury. Navic,
stejné jako u zivoc¢iSnych zdroji, mize 1 samotnd bakteridlni buiika plsobit jako zdroj
kontaminace, které mohou vyvolat imunitni odpovéd’. Vzhledem k omezenim souvisejicim se
soucasnou hromadnou vyrobou ze zvifecich nebo bakteridlnich zdrojii se jako Zadouci

alternativa jevi systém vyroby bez bunék (in vitro).'?

Hyaluronan syntasa ttidy Il z P. multocida je ptizpisobend mimobunééné produkci

hyaluronanu, nebot’ se jednd o periferni enzym. Tyto periferni enzymy zajistuji spravné
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funkce bez vazby na membrany na rozdil od hyaluronan syntasy I, jejiz funkce je bez vazby
na membranové fosfolipidy narusena. Studie prokazaly, ze odstranéni membranovych domén
vytvaii rozpustny enzym, ktery si zachovava schopnost syntetizovat hyaluronan. Pomoci
tohoto bezbunécného systému je tak mozné vyrabét hyaluronan s vysokou molekulovou

hmotnosti a s nizkou polydisperzitou.'?

1.2.8 Vyuziti
Ochrana kloubnich chrupavek

Hyaluronan hraje zésadni roli pii vyvoji chrupavky, pfi udrzovani synovialni tekutiny
a pii regeneraci Slach. Jeho vysoké koncentrace byly nalezeny v extracelularnim matrixu
vSech dospélych kloubnich tkani, v€etné synovialni tekutiny a vnéjsi vrstvy chrupavek. Diky
své viskoelastické povaze a schopnosti vytvaiet vysoce hydratované matrice plsobi

hyaluronan na klouby jako mazivo a tlumi¢ narazg.'!

Hyaluronan byl experimentalné studovan jako potencialni prostfedek terapeutické
intervence pii 1écbé osteoartrozy. VysSetfeni ukazala, Ze mezikloubni injekce hyaluronanu
snizuji artritické 1éze kloubni chrupavky.!! Novym, Setrnym a efektivnim druhem lokalni
1écby osteoartrdzy je viskosuplementace, tedy pouziti produktl s hyaluronanem za ticelem
zlepseni fyziologického prostiedi kloubu. Duvodem vyuzivani viskosuplementace je
obnoveni ochrany viskoelasticity synovialniho hyaluronanu, snizeni bolesti a zlepSeni
mobility kloubu, pfi¢emz okamzitym ucinkem je uleva od bolesti. Pfedpoklada se, ze
dlouhodobé aplikace kloubiim navrati ztracenou mobilitu obnovenim transsynovialniho toku

a také nastoli metabolickou a reologickou homeostazu kloubu.!!
Protipfilnavé ucinky

Vzhledem k tomu, Ze je hyaluronan vysoce hydrofilni, je vhodny pro aplikace
vyZadujici minimalni bunéénou adhezi. Pooperacni adheze, které vznikaji mezi sousednimi
tkanovymi vrstvami, brani hojeni ran a casto vyzaduji dodatecné chirurgické zakroky.
Obdobn¢ bariéry tvofené zesitovanym hyaluronanem byly k témto uceltim jiz t¢inné pouzity.
Také ptichyceni bakterii na biomaterialy mize vyvolavat infekce a predstavuje velké riziko

pro pacienta. Proto byl zkoumdno vliv esterifikovaného hyaluronanu k prevenci adheze

bakterii na zubni implantaty, nitroo¢ni ¢oc¢ky a katetry.!!
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O¢ni 1ékarstvi

Jakozto pfirozend slozka oc¢niho sklivce, ziskava hyaluronan stale vétsi oblibu
pii aplikacich v o¢nim Iékaistvi. Zvlasté uzitecny je jako matrix slouzici k vyplnéni prostoru
oka, ktery se aplikuje formou injekce a pouziva se k udrzeni tvaru prfedni komory béhem
chirurgického zékroku. Roztoky hyaluronanu také slouzi jako slozka zvySujici viskozitu

o¢nich kapek a jako adjuvans pii opravé o¢nich tkani.!!
Vyuziti v dermatologii a pri hojeni ran

Protoze je hyaluronan pfirozené piitomen ve vysokych koncentracich v kazi a
mekkych pojivovych tkanich, je vhodnou volbou pro matrici, kterd podporuje regeneraci
a augmentaci kize. Bylo zjisténo, Zze zesiténé hyaluronanové hydrogelové filmy urychluji
hojeni hlubokych ran, pravdépodobné diky tomu, Ze poskytuje vysoce hydratované
a neimunogenni prostfedi, které napomahd opravé tkdné. Hyaluronanové konstrukce
kultivované in vitro s keratinocyty a fibroblasty vytvaii materidly podobné kiizi slozené
ze dvou vrstev totoznych s epidermalni a kozni tkanovou vrstvou. Diky své schopnosti
formovat hydrataéni matrice, je hyaluronan navic uspéSné pouzivan pii kosmetickych

aplikacich, jako jsou vyplné pti zvétsovani mékkych tkani.!!
Kardiovaskularni aplikace

V souvislosti se svymi antiadhezivnimi vlastnostmi je hyauluronan efektivné vyuzivan
pro zvyseni krevni kompatibility kardiovaskularnich implantatt jako jsou vaskularni s§tépy a
stenty. Povrchy biomateridli oSetfenych zesiténym hyaluronanem vykazuji sniZenou
ptilnavost krevnich desticek a snizenou tvorbu trombt. Sulfdtované derivaty hyaluronanu také
mohou mit stejné Uc€inky jako heparin, nebot’ derivaty s vysSim stupném sulfatace vykazuji

schopnost prevence srazeni krve.!!
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2 CYKLODEXTRINY

Cyklodextriny jsou ve vod¢ rozpustné cyklické oligosacharidy sestavajici z Sesti nebo
vice D-glukopyranosovych jednotek. Obsahuji hydrofobni dutinu, do které se muze
reverzibilné vazat Sirokd Skala malych organickych molekul, u nichZ timto dochazi ke zméné
jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, pfedevsim rozpustnosti a chemické stability. Z tohoto

dtivodu jsou cyklodextriny zkoumany jako latkové nosic¢e v rtiznych odvétvich.!?

2.1 Historie

Cyklodextriny byly poprvé objeveny v roce 1891 A. Villiersem pii snaze odstranit
dextriny ze Skrobu Stépeného bakterii Bacillus amylobacter. Tyto nové latky byly
charakterizovéany jako sacharidy. V roce 1904 izoloval F. Schardinger novy mikroorganismus
schopny produkovat aceton a ethylalkohol z rostlinného materialu obsahujiciho Skrob. V roce
1911 popsal, ze kmen bakterii Bacillus macerans také produkuje velké mnozstvi krystalickych
dextrint (25 — 30 %) ze Skrobu. Schardinger tyto produkty nazval krystalickymi dextriny o a
B. V roce 1935 byl izolovan také dextrin y. V té dobé¢ byly jejich struktury jesté nezndmé, ale
v roce 1942 rentgenova krystalografie objasnila struktury a i f dextrinu. O pét let pozdéji byla
stanovena také struktura y dextrinu a rovnéz bylo zjiSténo, Ze cyklodextriny tvoifi uzaviené

komplexy. Diky tomu dostaly pfedponu cyklo-.'

2.2 Chemicka struktura

Tyto cyklické oligosacharidy sestavaji z D-glukopyranosovych jednotek spojenych
o-(1—4) glykosidickou vazbou.'*!> V dne$ni dobé& jsou jiz dobie popsany cyklodextriny
obsahujici az 39 glukopyranosovych jednotek. Mezi nejbéznéjsi a komeréné nejdostupné;si
patii a-cyklodextrin tvofeny 6 glukopyranosovymi jednotkami, [-cyklodextrin se
7 glukopyranosovymi jednotkami a y-cyklodextrin, ktery se sklada z 8 glukopyranosovych
jednotek. !

Molekula cyklodextrinu mé tvar dutého komolého kuZzelu s hydroxylovymi skupinami
na okrajich.'® Na Cg uhlicich D-glukopyranosovych podjednotek se nachazeji primarni
hydroxylové skupiny a formuji tak uzsi okraj cyklodextrinové dutiny, zatimco SirSi okraj
dutiny je tvofen hydroxylovymi skupinami sekunddrnimi, umisténymi na uhlicich C; a Cs.
Zatimco hydroxylové skupiny vazi vodu, vnitini ¢ast dutiny je hydrofobni, coz umoziuje

cyklodextrinfim vytvéiet s fadou latek inkluzivni komplexy.!’
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Obrdzek 4: Chemicka struktura o, B a y-cyklodextrinu

2.2.1 Komplexace cyklodextrini

Nejvyznamngjsi vlastnosti cyklodextrinli je jejich schopnost tvofit stabilni inkluzni
komplexy (komplexy hostitel-host) s riznymi molekulami v pevném, kapalném i plynném
stavu, a to pomoci molekularni komplexace. V téchto komplexech je hostujici molekula
zachycena v dutiné¢ cyklodextrinu hostitelské molekuly. Hnaci silou tvorby komplexu
v roztoku je uvolnéni molekul vody z dutiny cyklodextrinu, které jsou poté nahrazeny
hydrofobnimi molekulami z roztoku. Tim dojde ke sniZeni napéti v cyklodextrinovém kruhu
a ke vzniku stabilniho stavu s nizsi energii.'* Cyklodextrin a hostujici molekula jsou k sobé&

poutany pomoci vodikovych vazeb, hydrofébnich interakci a Van der Waalsovych sil.!®

Tvorba inkluznich komplexii ma vyznamny vliv na fyzikalné-chemické vlastnosti
hostujicich molekul, nebot’ ty jsou doCasné uzavieny v cyklodextrinové dutin€é. Tim vznika
prostor pro modifikaci téchto v€lenénych molekul, kterd by jinak nebyla mozna. Jedna se
naptiklad o zvySeni rozpustnosti vysoce nerozpustnych molekul, stabilizaci oxida¢né labilnich
molekul, kontrolu tékavosti a sublimace, fyzikdlni izolaci nekompatibilnich sloucenin,
chromatografické separace, modifikace chuti maskovanim chuti, nepfijemnych pachii a

kontrolované uvoliiovani 1é¢iv a piichuti.'*
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Obrazek 5: Schéma vzniku inkluzniho komplexu mezi p-xylenem

a cyklodextrinem '8

Schopnost cyklodextrinu vytvofit inkluzivni komplex s hostujici molekulou je
umoznéna diky dvéma klicovym faktoriim. Prvnim je pomér relativni velikosti cyklodextrinu
ku velikosti hostujici molekuly nebo alespon viici jejim klicovym funkénim skupindm. Pokud
je pridruzend molekula nevyhovujici velikosti, nebude do cyklodextrinové dutiny spravné
zapadat. Zatimco vySka cyklodextrinové dutiny je pro vSechny tii typy cyklodextrinil (a, f3, v)
stejna, jeji vnitini primér a objem jsou urceny poctem glukdézovych jednotek. a-cyklodextriny
jsou do své dutiny schopny pojmout molekuly s nizkou molekulovou hmotnosti nebo
slouceniny s postrannimi alifatickymi fetézci, B-cyklodextriny mohou do svych komplext
vazat aromatické a heterocyklické slouCeniny, zatimco fy-cyklodextriny jsou schopny
absorbovat velmi objemné molekuly, jakymi jsou makrocykly nebo steroidy. Druhym
kritickym faktorem jsou pak termodynamické interakce mezi jednotlivymi slozkami systému
(cyklodextrin, hostujici molekula, rozpoustédlo).!* Molekuly vélenéné do dutiny
cyklodextrinu se neucastni interakci v roztoku, ¢imz se tyto komplexy stavaji atraktivnimi pro
pouziti ve farmaceutickém, kosmetickém ¢i potravinaiském primyslu.'¢

Vetné komplexti obsahujicich jeden cyklodextrin a jednu hostujici molekulu, byly
také zaznamenany komplexy vysSich fadl, kdy je na hostujici molekulu navazano vice
cyklodextrinti (napt. v poméru host:cyklodextrin = 1:2) nebo komplexy niz§iho tadu, u nichz
jeden cyklodextrin interaguje s vice hostujicimi molekulami (napf. v pomeéru

host:cyklodextrin = 2:1)."
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2.2.2 Modifikace cyklodextrini pro tvorbu polymernich siti

Polymerni materidly jako hydrogely, mikroCéstice a micely jsou ¢asto vyuzivany
ve farmacii a biomedicin€ jako nosice 1€Civ, peptidu Ci proteinti. Tyto polymerni sit€¢ mohou
byt sitované kovalentné (ireversibiln¢) nebo mohou byt sitované pomoci nekovalentnich
interakci (reversibilng). Pravé v poslednich letech jsou cyklodextriny a jejich derivaty ¢asto
vyuzivany jako modifika¢ni prvky pro Sirokou $kalu polymernich siti.!” Volné hydroxylové
skupiny nachézejici se na okrajich molekul cyklodextrinit mohou byt chemicky modifikovany
za ucelem zakotveni cyklodextrinové jednotky do linedrniho fetézce polymeru. Tyto linearni
fetézce nesouci cyklodextrinové zbytky lze pak spojovat ,sitovacimi® jednotkami
(hostujicimi molekulami) a vytvofit tak nerozpustny gel.'® Zabudovéani cyklodextrini
do formy gelu ptinas$i mnohé vyhody a lze jej vyuzit pro odstranéni urcité latky z prostredi,

stejné jako pro jeji uvoliiovani.'®

Inkluzni komplexy mezi vhodnymi slouc¢eninami a cyklodextrinovymi jednotkami
vazanymi pomoci vhodnych skupin na vybrany polymer vedou k reverzibilnimu sitovani a
vytvafeni tzv. supramolekularnich polymert. Cyklodextrinové jednotky zde vystupuji v roli
hostitele a komplementarni slouceniny v roli hostl. V ptipad¢ dvoufunkénich (dvouvaznych)
hostujicich sloucenin Ize ocekavat utvareni linearnich supramolekularnich polymert,

v piipadé tiivaznych hostii dokonce tvorbu vétvenych struktur.'®

Pii tvorbé inkluznich komplexti cyklodextrini je jako hostitelskd molekula Casto
vyuzivan adamantan nebo jeho derivaty, a to z divodu relativné vysoké afinity

adamantanového skeletu ke kavité B-cyklodextrinu.'®

Obrazek 6: Strukturni vzorec adamantanu
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2.2.3 Vyuziti inkluznich komplexi cyklodextrini
Potravinarstvi

Tvorby inkluznich komplexii s cyklodextriny lze v potravinafstvi vyuzit proti zméné
¢1 ztraté aromatu, ¢i v kombinaci s umélymi sladidly, naptiklad s aspartamem, pro zvyseni
stability a zlepSeni chuti.!® 2’ Komplexace se rovnéz uplatiiuje jako ochrana lipofilnich slozek
potravy pied jejich oxidaci vlivem plisobeni vzdusného kysliku, tepla nebo zvysené teploty.'®
Existuji také potraviny se snizenym obsahem cholesterolu (naptiklad maslo), jenzZ je zptisoben

vlivem jeho komplexace s B-cyklodextrinem.?!
Farmaceuticky primysl

Jednim z klasickych odvétvi pro aplikaci cyklodextrint je farmaceuticky primysl.
Komplexy vytvofené mezi cyklodextriny a aktivnimi latkami vykazuji zvySenou stabilitu,
rozpustnost a biologickou dostupnost s omezenim nezadoucich vedlej$ich G¢inki. Tim se
nabizi novy systém pro aplikaci a dodani 1é¢iv do mista ucinku, ktery vede ke zlepSeni
nezadoucich vlastnosti molekul 1é¢iv pii riznych zptisobech jeho podavani vcetné oralniho,

rektalniho, nosniho, o¢niho ¢i dermalni.?
Kosmeticky primysl

Za ucelem kontroly uvolhovani vonnych latek mohou byt cyklodextriny pouzity
v parfémech, pokojovych osvéZovacich nebo detergentech. Nachdzeji uplatnéni jako slozky
regulujici zapach v plenkédch, menstruacnich vyrobcich €1 papirovych ubrouscich. Také se
pouzivaji v zubnich pastich na bazi oxidu kiemicitého, v nichZ podporuji vyuzitelnost
antimikrobidlni latky triklosanu. Rovnéz mohou byt soucasti opalovacich krémi, do nichz
jsou pridavany za ucelem snizeni nezadoucich vedlejSich G¢inkii omezenim interakci mezi

UV filtrem a kiizi. >
Aplikace v Zivotnim prostredi

Cyklodextriny mohou hrat vyznamnou ulohu pii aplikacich v Zivotnim prostfedi
z hlediska odstranovani organickych kontaminanti a t€zkych kovil z piidy, vody a atmosféry.
Nachézeji své uplatnéni pti riznych upravach vody, napiiklad pfi stabilizaci, enkapsulaci a
adsorpci kontaminujicich latek. Také diky nim lze z primyslového odpadu odstranit vysoce
toxické latky vytvofenim inkluzniho komplexu. V mate¢ném louhu insekticidu trichlorfonu
muZe byt nevykrystalizovatelny trichlorfon pifeveden na komplex B-cyklodextrinu, ¢imZ se

eliminuje az 90 % tohoto toxického materialu.>*
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3 ISOTERMALNI TITRACNI MIKROKALORIMETRIE

Isotermalni titra¢ni kalorimetrie (ITC) poskytuje nejpresnéjsi meétfeni vSech
termodynamickych parametri vazebné reakce za izotermickych podminek. Je to také jedina
metoda, kterd je v pribéhu jednoho experimentu schopnd stanovit stechiometrii (N),
rovnovaznou vazebnou konstantou (Ka) a entalpii (AH).% Dalsi termodynamické veli¢iny,
jakymi jsou entropie (AS) a volna Gibbsova energie (AG) je mozno z vySe jmenovanych

veli¢in spocitat dle uvedenych matematickych vztaht:
AG = RTInKy
AG = AH - TAS
kde R je molarni plynova konstanta a T je teplota v Kelvinech.?

Tato experimentalni metoda funguje na principu titrace roztoku jednoho reaktantu
do roztoku druhého reaktantu, kdy teplo uvolnéné nebo spotiebované pfti interakci (vazb¢)

t&chto dvou reaktanttl je pfevedeno na méfeny signal.?’

3.1 Princip

Schéma isotermalniho titracniho mikrokalorimetru je uvedeno na Obrazku 7. Dvé
identické cely, méfici a referen¢ni, jsou uzavieny v adiabatickém plasti. V pribéhu méfteni je
sniman jejich teplotni profil, a to diky polovodi¢ovému Peltierovu ¢lanku, jenZ je mezi celami
vlozen. Piistroj tak m&ii mnoZstvi energie (pcal's™), ktera je zapotiebi k udrzeni konstantniho
teplotniho rozdilu mezi méfici a referencni celou. Aby tohoto bylo zajiSténo, systém zpétné
vazby dodava energii na dohtati ¢i ochlazeni méfici cely tak, aby byl zajiStén konstantni rozdil
teplot mezi celami. Zpocatku, kdy jesté neni zahdjeno méteni, systém zpétné vazby nepretrzité

dod4va malou energii, coz uréuje zdkladni energetickou tiroven celého méfeni. 28
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Obrazek 7: Schéema ITC

Jeden z reaktantti, vétSinou makromolekula (hostitel), je umistén v roztoku méfici cely
a druhy ligand (host) je umistén v injek¢ni jehle, resp. v byreté¢ mikrokalorimetru. Samotné
méfeni je provadéno titraci ligandu (hosta) do roztoku vzorku obsahujiciho makromolekulu
(hostitele). Pomoci injekéni jehly je ptidavan definovany objem v pl pfimo ke konstantnimu

objemu roztoku makromolekuly v méfici cele. Cely systém v méfici cele je promichdvan.?’

Kazdy pridavek roztoku ligandu zjehly spousti vazebnou interakci
s makromolekulami a v zavislosti na vazebné afinité a koncentraci latek v cele vznika urcité
mnoZstvi komplexu makromolekula/ligand.?® Tvorba komplexu je doprovazena uvolfiovdnim
(exotermickd reakce) nebo absorpci (endotermickd reakce) tepla, které zptisobi rozdil teplot
mezi obéma celami. Potom systém zpétné vazby bud’ snizi, nebo zvysi tepelnou energii, aby
se kompenzovala tato teplotni nerovnost. Po kazdé injekci ligandu se tak ustanovi rovnovaha
systému a obnovi se teplotni rovnovdha mezi celami. Zaznamenany signal proto vykazuje
typickou odezvu ve formé piku (viz Obrdzek 8). Hodnota signalu je nejvétsi na pocatku

titrace, kdy je koncentrace makromolekuly v cele nejvyssi, pfidavky dalSich molekul ligandu

z jehly zptisobi obsazeni makromolekul a dojde tak ke snizeni tepelného signalu az do hodnoty
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ekvivalence, kdy jsou vSechny makromolekuly obsazeny. Po ekvivalenci se v roztoku se

nachazi jen volny ligand a hodnota méfeného signalu je minimalni.?
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Obrazek 8: Schéma pristroje ITC a vystupni graf méreni (upraveno dle *®)

Celé méteni je tedy zaznamenano jako zavislost zmény tepelné kapacity na cCase.
Nutna je korelace na tepelné vlivy spojené s fedénim ligandu a michanim pfi jednotlivych
ptidavcich, coz se provadi odectenim referencni kiivky dané¢ métenim za stejnych podminek,

aviak s absenci makromolekuly v mé¥ici cele.?®

Integraci ziskanych piki je vysledna ktivka, kterd udava zavislost vazebné entalpie na
molarnim poméru ligandu a makromolekuly v cele. Vyhodnocenim této kiivky lze stanovit
entalpii (vySka sigmoidalni kiivky), vazebnou konstantu (smérnice te¢ny v inflexnim bodég) a

stechiometrii (poloha inflexniho bodu).?®

3.2 Aplikace

Isotermalni titracni kalorimetrie je Siroce rozsifenou metodou v oblastech zkoumani 1é€iv a
pro méfeni termodynamickych parametrii jejich molekularnich interakei véetné interakci
protein-DNA, lipid-DNA, lipid-lipid a mnoha dalsich.*® Kalorimetr je také jednim
z nejCastéjSich  pfistrojit  vyuzivanych pro studium komplexacni termodynamiky

cyklodextrind.?!
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje

4.1.1 VP-ITC Mikrokalorimetr

Pro praci na experimentélni ¢asti byl vyuzit isotermalni titra¢ni kalorimetr VP-ITC
firmy MicroCal, ktery funguje na principu meéteni tepla uvolnéného nebo spotfebovaného

dasledkem miseni pfesnych objemut dvou reaktantt.

Pristroj se skladé z injekeni jehly, jiz byl nasat roztok ligandu o znamé koncentraci a
ze dvou cel — méfici a referencni. Méfici cela byla naplnéna roztokem hostitelské molekuly
B-cyklodextrinu modifikovaného chitosanem/hyaluronanem, referencni cela byla naplnéna
destilovanou vodou. Poté byla injekéni jehla vlozena do méfici cely a pocitatovym pistem
bylo vrozmezi 210 sekund postupné davkovano 29 piidavkd ligandu o objemu 10 pl
do roztoku hostitelské molekuly v méfici cele. Teplo uvolnéné nebo spotiebované v pribéhu
jednotlivych ptidavki ligandu bylo sledovéno kalorimetrem a veSkerd ziskana data byla
zpracovana pocitacovym programem VPViewer. Pro porovnani bylo pro kazdé méfeni
stanoveno teplo zied'ovaci, a to méfenim, kdy byl pivodni ligand o stejné koncentraci
pfidavan do roztoku pufru (CH3;COONa nebo NaNOs/NaH2POs). V pribéhu celého
experimentu byla udrzovana konstantni teplota 30 °C. Zted’'ovaci teplo bylo odecteno od tepla
uvolnéného pii jednotlivych piidaveich. Experimentilné ziskané tdaje byly nakonec
pocitatové vyhodnoceny pomoci programu ORIGIN 7.0, jenz diky vhodnému vypocetnimu
matematickému modelu One Set of Sites umoznuje stanovit reakéni stechiometrii (N),

vazebnou konstantu (K.), entalpii (AH) a entropii (AS).

4.1.2 Thermo-Vac

Vsechny analyzované vzorky byly pied provedenim experimentu odplynény pomoci

pfistroje ThermoVac, rovnéz produktu znacky MicroCal.

4.1.3 pH-metr

pH pouzitych pufri bylo méfeno pomoci pH-metru HI 2221-02 s kombinovanou

pH elektrodou HI1131P dodanych spole¢nosti Hanna Instruments.
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4.2 Pouzité modifikované biopolymery a ligandy

Vzorky modifikovanych biopolymert B-CD a ligandii byly pfipraveny v laboratofi
na Ustavu chemie FT UTB.

Chitosan modifikovany B-cyklodextrinem (CH-B-CD) byl dle stanoveni nuklearni
magnetické rezonance modifikovan ze 3 % na deacetylované jednotce hyaluronanu, jeho
strukturni vzorec je uveden na Obrazku 9. Pomér vychozi acetylované a vyslednych
deacetylovanych jednotek v chitosanu byl 38 % a 62 %. CH-B-CD mél charakter tuhych
castic, které byly vlhké, a proto bylo nutno obsah 3-CD nejdfive standardizovat. Jako standard

byl zvolen ligand €. 1, ktery vykazuje viici 3-CD vysokou asociacni konstantu.

OH OH
. o o |HooC o B
0 o 0
HO NHz| N NH
13
b”m

O Ng e

Obrazek 9: Chitosan modifikovany fp-cyklodextrinem

Hyaluronan modifikovany B-cyklodextrinem (HA-B-CD) byl dle stanoveni
nukledrni magnetické rezonance modifikovan ze 4 %, jeho strukturni vzorec je uveden
na Obrazku 10. HA-B-CD mél charakter bezbarvych krystalii. Stejn€ jako CH-B-CD byl i tento

biopolymer nejdiive standardizovan na ligand €. 1.
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Obrazek 10: Hyaluronan modifikovany p-cyklodextrinem
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Za celem ovéfeni schopnosti biopolymerti modifikovanych B-cyklodextrinem tvofit
supramolekuldrni sit¢ byly pouzity ligandy, které mély ve své molekule jednu, dvé nebo tii

adamantanové jednotky.

Ligand ¢. 1

G

@ CHs

Obrazek 11: Chemicka struktura ligandu ¢. 1

Chemicky nazev: 1-(4-adamantan-1-yl)benzyl)-1H-imidazolium-jodid
Sumaérni vzorec: C21H27IN2

Molarni hmotnost: 434,36 g.mol™!

Vzhled: bily krystalicky prasek

Ligand ¢. 2

Obrazek 12: Chemicka struktura ligandu ¢. 2

Chemicky nazev: 4,4°-Bis-((3-(1-adamantylmethyl)-1 H-imidazolium-
I-yl)methyl)bifenyl-dibromid

Sumarni vzorec: Ca2Hs2BraNg
Molarni hmotnost: 772,70 g/mol
Vzhled: bily krystalicky prasek
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Ligand ¢. 3

Obrazek 13: Chemicka struktura ligandu ¢. 3

Chemicky nazev:

Sumarni vzorec:
Molarni hmotnost:

Vzhled:

a,0,0° ‘-tris(3-(1-(1-adamantylmethyl)imidazolium))-
mesitylen-tribromid

Cs1He9BrsNe
1005,85 g.mol’!
bily krystalicky prasek
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4.3 Priprava roztoki pufri a zasobnich roztoki modifikovanych

biopolymert
Pufr CH3COONa o koncentraci 0,2 moll"!

¢ navazka 16,4069 g byla rozpusténa v destilované vodé, kvantitativné pievedena
do 1000 ml odmérné baiiky a doplnéna destilovanou vodou po rysku
% u ptipraveného roztoku bylo naméfeno pH 2,84

% tento pufr byl pouzit pro stanoveni chitosanu modifikovaného B-cyklodextrinem

Smésny pufr NaNO3 a NaH:PO4 v poméru 1:1 o koncentraci NaNOs 0,2 mol-l! a
NaH2PO4 0,01 mol-I'!

% navazka 4,2449 g NaNOs3 byla rozpusténa ve 250 ml destilované vody
% navazka 0,3001 g NaH>PO4 byla rozpusténa ve 250 ml vody

% oba roztoky byly poté smichany v odmérné bance o objemu 500 ml

% u vysledného roztoku pufru bylo stanoveno pH 5,03

X/

¢ tento pufr byl pouZit pro stanoveni hyaluronanu modifikovaného B-cyklodextrinem

Roztok chitosanu modifikovaného p-cyklodextrinem (CH-B-CD)

% roztok byl pfipraven rozpusténim 55,215 mg CH-B-CD v pufru CH3COONa,
kvantitativné preveden do 50 ml odmémé banky a doplnén pufrem po rysku;

koncentrace [B-CD jednotek u takto pfipraveného roztoku byla stanovena

na 0,0560 mmol-1"!

Roztok hyaluronanu modifikovaného B-cyklodextrinem (HA-B-CD)

¢ roztok byl pfipraven rozpusténim 15,531 mg hyaluronanu modifikovaného
B-cyklodextrinem v pufru NaNOs;/NaH,POs, kvantitativné pieveden do 25 ml
odmérné bailky a doplnén pufrem po rysku; koncentrace ziskaného roztoku byla

stanovena na 0,0526 mmol-1"!
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Vypocet priblizné koncentrace B-CD jednotek u modifikovaného chitosanu
Nejprve bylo nutno vypocitat primérnou moldrni hmotnost CH-B-CD, kterou lze
spocitat jako soucin hmotnostniho zlomku a moldrnich hmotnosti acetylované jednotky,

deacetylované jednotky a B-cyklodextrinu:
Mcy = (0,59 -161,08) + (0,38 -203,09) + (0,03 - 1382,24) = 213,68 g - mol™?
V predpokladané navéazce 10,000 mg byl tedy celkovy pocet moli:

—10'10_3—468 1075 mol
"=51368 7 mo

Z uvedeného poctu molil tvoii B-CD jednotky:
ng_cp = 0,03 - 4,68 1075 =1,40-10"° mol
Molarni koncentrace roztoku pfipravena rozpusténim 10 mg CH-B-CD v 50 ml:

_1,40-107
©=770,05

=280-10"%mol -1
Ve skute¢nosti bylo rozpusténo 55,215 mg CH-B-CD v pufru CH3COONa, z ¢ehoz
priblizné 35 % hmotnostniho obsahu tvofila voda. Pfedpokladana koncentrace B-CD jednotek

byla:

_ 0,65 55215 -2,80- 1075 _ 1005 - 10-% mof « 11
p-cp = 10,000 v mo
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Méreni ligandu €. 1 v roztoku CH-B-CD

Roztok ligandu €. 1 byl pfipraven rozpusténim navazky 0,661 mg v 1,50 ml pufru
CH;COONa (¢ = 1,0145 mmoll"). Ke stanoveni byl pouzit roztok CH-B-CD piimo
ze zasobniho roztoku bez nutnosti dalsiho fedéni. Zaznam pritbéhu méfeni, integrovana kiivka

a vysledky stanoveni jsou uvedeny na Obrazku 12.
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Obrazek 14: Zaznam ITC a vysledné hodnoty méreni ligandu ¢. 1 s CH-f-CD

Na Obrazku 12 je zndzornéno méteni tepla uvolnéného pii vazbé ligandu €. 1 do kavity
CH-B-CD. Toto méfeni zarovenn slouzilo ke standardizaci koncentrace B-CD jednotek
v zasobnim roztoku chitosanu. Pfesna koncentrace B-CD jednotek vysla 5,1758 - 10”° mol-1"'.
Na Obrazku 14 jsou uvedeny konstanty pro korigovanou koncentraci B-CD, a proto je
vysledny stechiometricky pomér roven hodnoté 1,00. Naméfend vazebna konstanta K. pro
komplex ligand1 @CH-B-CD odpovida ptredpoklddané hodnote. Dle literarni reSerSe se jedna
o doposud nejvyssi naméeienou hodnotu vazebné konstanty pro kavitu B-cyklodextrinu.

Méreni ligandu €. 2 v roztoku CH-B-CD
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Roztok ligandu €. 2 byl pfipraven rozpusténim navazky 0,278 mg v 1,50 ml pufru
CH3COONa (¢ = 0,2399 mmol-1"). Roztok CH-B-CD byl pouzit bez dalsiho fedéni, tedy
s koncentraci B-CD 5,1758 mol-1"!.
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Obrazek 15: Zaznam ITC a vysledné hodnoty méreni ligandu ¢. 2 s CH-f-CD

Na Obrazku 15 je uveden zaznam zméfeného tepla, které se uvolnilo béhem navazani
ligandu €. 2 do kavity CH-B-CD. Ekvivalence nastala pii stechiometrickém poméru N = 0,42,
tato hodnota se tedy blizi pfedpokladané hodnoté 0,5. Vazebna konstanta je blizk4a hodnot¢
vazebné konstanty komplexu ligand2@ B-CD dle literatury 2.

Méfeni ligandu €. 3 v roztoku CH-p-CD
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Roztok ligandu €. 3 byl pfipraven rozpusténim navazky 0,258 mg v 1,50 ml pufru
CH3COONa (c = 0,1710 mmol-1""), roztok chitosanu byl pouzit bez fedéni.
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Obrazek 16: Zaznam ITC a vysledné hodnoty mereni ligandu ¢. 3 s CH-p-CD

Na zaznamu méteni na Obrazku 18 je zndzornéno teplo uvolnéné pti vazbe ligandu €.
3 do kavity B-CD. Vysledn4 hodnota stechiometrického poméru 0,28 ptiblizné¢ odpovida
predpokladané hodnoté 0,33, kterd je typickd pro tfivazny ligand. Hodnota vazebné konstanty

K. pak odpovida hodnotam naméfenym pfi studii ligandu &. 3.3
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Vypocet priblizné koncentrace B-CD jednotek u modifikovaného hyaluronanu
Nejprve bylo nutno vypocitat primérnou molarni hmotnost HA-B-CD, ktera se spocita
jako soucin hmotnostniho zlomku a molarnich hmotnosti hyaluronanu a modifikované

triazolové jednotky s B-cyklodextrinem:
My, = (0,96 - 397,33) + (0,04 - 1575,39) = 444,45 g - mol™!
V ptedpokladané navazce 10,000 mg byl tedy celkovy pocet moli:

_10-107 2.25- 1075 mol
"= 44445 7 mo

Z uvedeného poctu molt tvoti B-CD jednotky:
ng_cp = 0,04+ 2,25 1075 =19,00- 10~"mol
Molarni koncentrace roztoku ptipravena rozpusténim 10 mg HA-B-CD v 25 ml:

~9,00-1077

_ . 10-5 -1
c= 0.025 =3,60-10""mol -1

Ve skutec¢nosti bylo rozpusténo 15,531 mg HA-B-CD v pufru. Pfedpokladana
koncentrace B-CD jednotek byla:

_15,531-3,60-107°
“-cp = 10,000

=5,59-10"5mol -1
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Méreni ligandu €. 1 v roztoku HA-B-CD

Roztok ligandu €. 1 byl pfipraven rozpusténim navazky 0,354 mg v 1,50 ml pufru
NaNO3/NaH>POs (¢ = 0,5433 mmol-1™).

Time (min)
0 20 40 60 80 100

T

0,0 1

0,5

-1,0 1 4

pcal/sec

1,54 4

41 1 N 1,00

-6 1 . K. [M1] 1,85-10°
8] 11 AH [kFmol] - 39,68
- AS [J-mol- K] -10,93

kcal/mole of injectant

-10 LA B S —
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Molar Ratio

Obrdazek 17: Zaznam ITC a vysledné hodnoty méreni ligandu ¢. 1 s HA-$-CD

Obrazek 17 zndzornuje mnozstvi tepla uvolnéného po navazani ligandu €. 1 do kavity
B-CD HA-B-CD. Jak je ze zaznamu patrné, B-cykodexrinové jednotky byly obsazeny dfive,
nez molarni pomér dosdhl hodnoty 1. Z toho lze usoudit, ze vypocet koncentrace -CD
jednotek byl spravny. Ptesto bylo toto métfeni vyuZito ke standardizaci roztoku hyaluronanu,
¢emuz odpovida stechiometricky pomér 1,00, ktery je uveden v tabulce na Obrazku 17.
Hodnota vazebné konstanty K. zjiSténa pifi tomto méteni odpovida predpokladané hodnoté

pro komplex ligand1@p-CD.
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Méreni ligandu €. 2 v roztoku HA-B-CD

Roztok ligandu €. 2 byl pfipraven rozpusténim navazky 0,324 mg v 1,50 ml pufru
NaNO3/NaH>POs (¢ = 0,2795 mmol-1™).
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Obrazek 18: Zaznam ITC a vysledné hodnoty méreni ligandu ¢. 2 s HA-p-CD

Graf a data na Obrazku 16 odpovidaji méfeni ligandu ¢. 2 v roztoku HA-B-CD.
Hodnota stechiometrického poméru se blizi predpokladané hodnoté 0,5. Byla zmétena
vazebna konstanta o fad vyS$si neZ v ptipadé komplexu ligand2@CH-B-CD. Tato skute¢nost
mohla nastat diky stanovenim v rznych roztocich pufri, v jinych piipadech se vSak
nepotvrdila. Nové stanoveni bohuzel nemohlo byt provedeno, nebot’ byl zasobni roztok

hyaluronanu v pufru jiz spotfebovan.
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Méfeni ligandu €. 3 v roztoku HA-B-CD

Roztok ligandu €. 3 byl pfipraven rozpusténim navazky 0,298 mg v 1,50 ml pufru
NaNOs3/NaH,POs (¢ = 0,1975 mmol-1').
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Obrdazek 19: Zaznam ITC a vysledné hodnoty méreni ligandu ¢. 3 s HA-f-CD

Dle vysledkti méfeni znazornénych na Obrazku 19 byl stechiometricky pomér
pii vazbé ligandu ¢. 3 do kavity B-cyklodextrinu stanoven na 0,24, coz je hodnota nizsi

nez obvyklych 0,33. Hodnota vazebné konstanty vSak odpovida predpokladim.
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ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo pomoci izotermalni titraéni mikrokalorimetrie
optimalizovat vhodny postup stanoveni termodynamického profilu nekovalentniho véazani
jedno-, dvou- a tfivaznych ligandi do kavity B-cyklodextrinu, kterym byly modifikovany
biopolymery chitosan a hyaluronan. Dtraz byl kladen na stanoveni hodnot stechiometrickych
pomért vazby mezi dvou- a tiivaznymi ligandy a B-cyklodextrinovou kavitou, diky nimz pak
byla potvrzena tvorba supramolekularnich siti. Stanovené stechiometrické poméry odpovidaly
ptedpokladu, Ze by dvouvazny ligand mél vazat dvé kavity P-cyklodextrinu se
stechiometrickym pomérem blizkym hodnoté 0,5 a tfivazny ligand tfi kavity B-cyklodextrinu
v poméru blizkém hodnoté 0,33. Vysledné hodnoty stechiometrickych pomérti pfi méfeni
chitosanu modifikovaného B-cyklodextrinem byly stanoveny 0,42 pro dvouvazny ligand a
0,28 pro tfivazny ligand, pfi méteni hyaluronanu modifikovaného -cyklodextrinem pak 0,46

pro dvouvazny ligand a 0,24 pro tfivazny ligand.

Stanovenim byly také ziskdny hodnoty vazebnych konstant, entalpii a entropii.
Zmétené vazebné konstanty rovnéz odpovidaly pfedpokladim. VSechny grafy a vysledné

hodnoty jsou zndzornény na Obrazcich 14, 15, 16, 17, 18 a 19.
Me¢étenim tedy bylo potvrzeno, Ze mezi pouZzitymi ligandy a obéma zkoumanymi

biopolymery chitosanem a hyaluronanem, jez byly modifikovany B-cyklodextrinem, dochézi

ke vzniku supramolekularnich siti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

B-CD

CD44

CB-CD

EC50

H2C204

HCI
H-B-CD
CH3COONa
CH-B-CD
ITC

Ka

KMnO4

In

Mua

Mcu

NaH>PO4
NaNO3

NaOH

beta cyklodextrin
molarni koncentrace
cluster of differentiation 44

koncentrace beta-cyklodextrinovych jednotek

efektivni koncentrace, ktera vykazuje 50 % antioxidacni uc¢inek

kyselina Stavelova
kyselina chlorovodikova

hyaluronan modifikovany beta-cyklodextrinem

octan sodny

chitosan modifikovany beta-cyklodextrinem
isotermalni titracni mikrokalorimetrie
rovnovazna vazebna konstanta
manganistan draselny

pfirozeny logaritmus

molarni hmotnost hyaluronanu
molarni hmotnost chitosanu
stechiometricky koeficient

latkové mnozstvi
hydrogenfosfore¢nan sodny

dusi¢nan sodny

hydroxid sodny
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np-cb

RHAMM
T
(TGF)-B1
AG

AH

AS

latkové mnozstvi beta-cyklodextrinovych jednotek
molarni plynova konstanta
hyaluronan-mediated motility receptor
teplota
transforming growth factor beta 1
volna Gibbsova energie
entalpie

entropie
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PRILOHA P I: VP-ITC MIKROKALORIMETR
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PRILOHA 2: THERMO-VAC
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