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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace byla zamétena na ptipravu nosic¢ového systému vyuzivajiciho kovalentni
vazby mezi hyaluronanem a kurkuminem. Nejprve byl komeré¢né dostupny hyaluronan sodny
transformovan na kyselou formu, kyselinu hyaluronovou. Usp&sna protonace byla potvrzena
infracervenou spektrometrii s Fourierovou transformaci. Termogravimetricka analyza ukazala
rozdilné hygroskopické vlastnosti mezi nativnim hyaluronanem sodnym a naprotonovanou
kyselinou hyaluronovou. Syntéza kovalentni vazby mezi hyaluronanem a kurkuminem byla
provedena v pritomnosti katalyzatori DCC a HOBt ve smési vody a dimethylsulfoxidu 1:1.
K ziskani produktu v suché formé byla vyuzita programové fizend lyofilizace. Nazloutly
produkt podobajici se baviné byl charakterizovan infracervenou spektrometrii s Fourierovou
transformaci, kterou, vlivem Sirokého absorpéniho pasu jinych skupin, nebylo mozné vazbu
prokazat. Esterovou vazbu prokéazala dekonvoluce absorpéniho pasu o vilnodtu 1731 cm™.
Vysledny produkt byl dobfe rozpustny ve vod¢ a absorboval zafeni pti stejné vinové délce jako
nativni kurkumin.

ABSTRACT

This bachelor's thesis focused on the preparation of a carrier system utilizing covalent bonds
between hyaluronan and curcumin. First, commercially available sodium hyaluronate was
transformed into its acidic form, hyaluronic acid. Successful protonation was confirmed by
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). Thermogravimetric analysis revealed different
hygroscopic properties between the native sodium hyaluronate and the protonated hyaluronic
acid. The synthesis of the covalent bond between hyaluronan and curcumin was carried out in
the presence of DCC and HOBt catalysts in a 1:1 mixture of water and dimethyl sulfoxide.
Programmable freeze-drying was used to obtain the product in dry form. The yellowish, cotton-
like product was characterized using FTIR spectroscopy. Due to overlapping absorption bands
of other functional groups, the presence of the covalent bond could not be directly confirmed.
However, deconvolution of the absorption band at 1731 cm™ demonstrated the formation of
an ester bond. The final product was well soluble in water and absorbed radiation at the same
wavelength as native curcumin.
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1 UVOD

V soucasné dob¢ roste zadjem o ptirodni latky, které mohou ptispét k prevenci a 1écbé riiznych
zdravotnich onemocnéni. Jako idealni latky na poli mediciny a farmacie se jevi takové, které
mayji na lidsky organismus pozitivni ucinky, nespousti imunitni odpovéd’ a zaroven nejsou ihned
metabolizovany a vylouceny z téla. Nejvhodné€jsimi latkami, které by splnovaly takova kritéria
se ukéazaly byt latky t€lu vlastni. Jedna z takovych latek je hyaluronan, ktery je hlavni slozkou
mezibunééné hmoty, soucast nekterych tkani a také se nachazi mimo jiné v ocnim sklivci
a synovialni tekutin€. Jiz pouziti samotného hyaluronanu je klinicky mozné a vyuzivané. Pro
plné vyuziti potencialu hyaluronanu je v§ak dobrym fesenim kombinace s jinou lé¢ivou latkou,
pro kterou bude hyaluronan fungovat jako nosi¢ a podptirnd latka. Léciva latka mize byt
piirodniho ptivodu nebo syntetickd. Synteticka 1é¢iva maji presné definované slozeni, rychly
ucinek a snadnou masovou vyrobu. Jsou vSak zatézi pro jatra a ledviny, mohou se u nich projevit
vedlej$i ucinky a v pfipad€ antibiotik mlze vzniknout rezistence. Pfirodni léCiva jsou,
v porovnani se syntetickymi, Setrnéj$i k organismu, maji ryze ptirodni slozeni a poji se s nimi
také tradice. Mohou vSak mit proménlivé slozeni a zpravidla maji slabsi a pomalejsi ucinek.
Jednim ze zastupct pfirodnich 1éCiv je kurkumin, pfirodni polyfenol, ktery je ziskavan
z oddenku rostliny Curcuma longa, také znamé jako indicky Safran. Kurkumin se jiz po staleti
pouziva v potravinafstvi jako kofeni ¢i barvivo a také v tradicnim 1€kafstvi jako stomachikum
nebo pifi zevnim pouziti jako zasyp na kozni poranéni. V nedavné minulosti byly zkoumany
ptedevsim jeho protizanétlivé, antioxidacni, antibakterialni a protirakovinné G¢inky, které byly
zjistény hlavné v laboratornich podminkach. Nejvétsi nevyhodou kurkuminu je jeho velmi
nizkd biologick4 dostupnost, kterd je nejvice zpusobena nepoldrnim charakterem molekuly,
a tedy Spatnou rozpustnosti ve vodé. Do krevniho ob&hu se tedy dostane jen velmi mala ¢ast.
I malé, vstiebana ¢ast je ve stfevech ¢i jatrech velmi rychle metabolizovana na neaktivni
metabolity. Pro lepsi vyuziti potencidlu kurkuminu jsou vyuZzivany nosicové systémy ve forme
liposomt, micel ¢i nanoCastic, které maji za cil zlepSit pravé rozpustnost a biologickou
dostupnost. Tato bakalafskd prace je zaméfena na problematiku vyuziti kurkuminu jako
pfirodniho 1é¢iva a hyaluronanu jako jeho nosice, pficemZ je nejvice pozornosti vénovano
tvorbé kovalentni vazby mezi témito latkami. Uspésnost tvorby vazby je nasledné zkoumana
infraCervenou spektrometrii s Fourierovou transformaci na ATR krystalu. Chovani produktu ve
vodném prostiedi je pozorovano pomoci UV-Vis spektrometrie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan

Hyaluronan je nesulfatovany glykosaminoglykan, ktery je pfitomen v raznych tkanich
a organech lidského téla. M4 Sirokou Skalu biologickych aktivit, ovlivnénych jeho molarni
a antiangiogenni ucinky, zatimco hyaluronan s nizkou molarni hmotnosti disponuje zpravidla
opacnymi ucinky. Pro zlepSeni stability a zefektivnéni vyuziti byl hyaluronan podroben uz
mnoha chemickym modifikacim. V dneSni dobé ma tedy hojné vyuziti v oftalmologii,
otorinolaryngologii, hojeni ran, kosmetice a distribuci 1€kt v téle [1]

Hyaluronan byl objeven v roce 1934, kdyz Karl Meyer, z Oftalmologické kliniky Vysoké Skoly
I¢katit a chirurgti v Kolumbii, zkoumal lyzozym pfitomny v slzéch a chtél identifikovat jeho
fyziologicky substrat. VySetieni sklivce oka jako potencidlniho zdroje substratu rychle vedlo
k objeveni hyaluronanu a c¢lanek byl publikovan v Casopise Journal of Biological
Chemistry [2].

Meyer a jeho asistent John Palmer izolovali novy polysacharid s vysokou molekularni
hmotnosti a oznamili, ze je sloZen z kyseliny uronové, aminosacharidu a mozna i pentézy (to
bylo vyvraceno). Pro pohodli navrhli ndzev kyselina hyaluronova (hyaloid + kyselina uronova).
Trvalo témér 25 let nez byla stanovena struktura opakujiciho se disacharidu, ktery je zakladni
jednotkou hyaluronanu. Disacharid mé systematicky nazev (2-acetamido-2-deoxy-D-gluko)-D-
glukuronoglykan [2].

2.1.1 Chemicka struktura hyaluroanu

Hyaluronan, také kyselina hyaluronova, je linedrni, nerozvétveny polymer disacharidu,
skladajiciho se z D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu. Tyto dva sacharidy jsou
spojeny stfidajicimi se B(1-3) a B(1-4) glykosidickymi vazbami. Oproti ostatnim molekulam
ze skupiny glykosaminoglykant je hyaluronan unikatni molekula z diivodu jeji relativné vétsi
molekulové hmotnosti. Stabilizaci fetézce provadi intermolekuldrni a intramolekularni
vodikové mustky, vznikajici mezi skupinami dvou jednotek v ekvatoridlni roving. Vodikové
mustky také zptsobuji znacnou viskoelasticitu koncentrovanych vodnych roztokt. Hyaluronan
je syntetizovan jako linearni polymer bez proteinového jadra a jeho molekulovd hmotnost se
miize pohybovat od 2x10° do 107 kDa, coz zn&j déla jednu z nejvétsich molekul v télech
teplokrevnych Zivo€ichii. Od vétSiny ostatnich glykosaminoglykant se lisi také tim, Ze
molekula neni sulfatovana. To zpusobuje jeji nepfiliS zaporné nabiti a zapfiCinuje veétsi
hydrofilitu a mensi afinitu k proteiniim. Hyaluronan Ize nalézt v riznych tkanich a télesnych
tekutinach obratlovcil, v€etné lidi. Je hlavni sloZzkou extraceluldrniho matrixu a také je ptitomen
v synovidlni tekuting, sklivci a pupecni $nare [3],[4].
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Obrazek 1: Struktura hyaluronanu, prelozeno [3]

2.1.2 Biosyntéza a degradace hyaluronanu

Biosyntéza hyaluronanu se zna¢né 1i8i od ostatnich glykosaminoglykant. U obratlovct byly
identifikovany tfi izomery hyaluronansyntazy (HAS), jejichz aminokyselinové sekvence jsou
konzervované napfi¢ druhy. Analyza primarni struktury odhalila, ze vSechny enzymy HAS
obsahuji mnohonasobné shluky hydrofobnich aminokyselin na amino i karboxylovém konci,
coz ukazuje, ze jsou vlozeny do lipidové dvojvrstvy. Centralni ¢ast molekuly enzymu HAS se
sklada z hydrofilnich aminokyselin a obsahuje katalytickd mista nezbytna pro pfenos substrat
UDP-GIcNAc a UDP-GIcA, ze kterych se hyaluronan sklada. Kazda izoforma HAS se lisi
z hlediska aktivity, rychlosti prodlouzeni produktu a stability. Délka syntetizovaného
hyaluronanu in vivo a in vitro se kazdym pouZzitym enzymem také li§i. Pfedpokladanym
vysvétlenim pro existenci tif izoforem HAS je to, Ze vice enzymil majicich rizné vlastnosti se
vzajemn¢ funkéné dopliuji. Biosyntéza hyaluronanu je regulovana jednak v nékolika fazich
regulaci exprese tii izoforem HAS a jednak buné¢nou dostupnosti UDP-GIcNAc a UDP-GIcA,
donort nukleotidovych cukri. Naptiklad 7-hydroxy-4-methylkumarin inhibuje syntézu
hyaluronanu vycerpanim cytoplazmatického UDP-GlcA. Podobné nedostatek UDP-GIcNAc
plsobenim manédzy sniZzuje syntézu hyaluronanu v epidermalnich keratinocytech. Klicovym
metabolitem k syntéze vSech glykosaminoglykanii je UDP-GIcA, ktery je syntetizovan
z gluko6zy-6-fosfatu pres syntézu glukozy-1-fosfatu a UDP-glukdzy za pomoci UDP-glukéza
dehydrogendzy. Metabolit UDP-GIcNAc je syntetizovdn pomoci syntetické drahy
glukosaminoglykanti. Glutamin-fruktdza-6-fosfat transamindza pouzije glutamin jako donor
aminu k vytvoreni glukosamin-6-fosfatu z fruktdzy-6-fosfatu a poté je acetyl-CoA pienesen na
vznikly glukosamin-6-fosfat za pomoci glukosamin-fosfat N-acyltransferazy 1. Vznikly
N-acetylglukosamin-6-fosfat je pfeveden na N-acetylglukosamin-1-fosfat fosfoglukomutazou
3. V poslednim kroku je uridin-5°-trifostat (UTP) navazan na N-acetylglukosamin-1-fosfat
pomoci UDP-GlcNAc pyrofosforylazy za vzniku findlniho produktu UDP-GlcNAc. Syntéza
hyaluronanu spotiebovavd velké mnozstvi donorovych substrati, ¢imz spojuje syntézu
hyaluronanu s metabolismem glukézy [4].
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Obrazek 2: Biosyntéza prekurzorii hyaluronanu UDP-GlcA a UDP-GIlcNAc, prelozeno [4]

Hyaluronan je bézné¢ depolymerizovan specifickou endoglykosiddzou, pojmenovanou
hyaluroniddza, nebo také nespecificky degradovan oxidaci zplisobenou reaktivnimi formami
kysliku. Sav¢i hyaluronidazy hydrolyzuji B-1,4-glykosidickou vazbu mezi jednotkami GIcA
a GIcNAc hyaluronanu. U c¢lovéka bylo identifikovano nékolik enzymt spadajicich do
hyaluroniddz, u nékterych vsak bylo zjisténo, ze se na degradaci hyaluronanu viibec nepodileji.
Na depolymerizaci se tak podileji pfedevsim hyaluronidazy HYAL1 a HYAL2. V nedavné dob¢
také byly mezi savci objeveny dvé nové molekuly zapojené do mimobunééné degradace
hyaluronanu. Prvni, protein indukujici migraci bun¢k a vazajici hyaluronan (CEMIP), je
protein, ktery nevykazuje podobnost s proteiny hyaluroniddz a za pomoci vacku z klathrinu je
schopen intracelularné depolymerizovat hyaluronan. Druhy, transmembranovy protein druhého
typu (TMEM 2), je protein, ktery dokaZe rozSté€pit vysokomolekuldrni hyaluronan
extracelularné na fragmenty o hmotnosti zhruba 5000 Da v neutrdlnim pH zptisobem zavislym
na iontech Ca**. Fragmenty hyaluronanu, zbylé po depolymerizaci HYAL2 nebo CEMIP, jsou
nasledné¢ dopraveny do lysozomll a rozStépeny na mensi oligosacharidy hyaluronidazou
HYAL1 a déale na monosacharidy exoglykosiddzamy. V pfipadé¢ depolymerizace pomoci
CEMIP mohou byt fragmenty hyaluronanu v klathrinovych vaccich i1 extracelularné uvolnény
bez intracytoplazmatické akumulace [4].

2.1.3 Vyroba hyaluronanu

V posledni dobé zacina byt mezi lidmi o hyaluronan vétsi a vétsi zajem. Kvili jeho
a fyzikalné-chemickym vlastnostem jeho popularita v raznych oborech roste téméf
exponencialné. Proto je velky zdjem o optimalizaci vyrobnich procesti tak aby produkty
naplnovaly vysoké vyrobni standardy, mély vysoké vytézky, a ptitom byly financné dostupné.
Zdroj 1 purifikaéni proces pifi vyrobé hyaluronanu se promitaji na Cistoté, molekulové
hmotnosti, vytézku i cené. Optimalizace vyroby proto pfedstavuje jednu z nejvétsich vyzev
v oblasti aplikovaného vyzkumu hyaluronanu [5].
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Prvni primyslova vyroba hyaluronanu spocivala v jeho extrakci ze zivoc¢iSnych zdrojt, jako
byli hovézi sklivec a kohouti hifebeny. Navzdory toho Ze se postupem let technologie vyvijela,
byl zisk hyaluronanu ze zivociSnych zdrojii branén technickymi limitacemi, které vedly
k produkci vysoce polydispergovaného hyaluronanu o molekularni hmotnosti vétsi nez 10° Da
amalym vytézkem. To bylo zpisobeno vnitini polydisperzitou hyaluronanu, jeho nizkou
koncentraci ve tkanich, jeho nekontrolovatelnou degradaci zpusobenou endogenni
hyaluroniddzou a drsnymi izola¢nimi podminkami. Dal§imi nevyhodami hyaluronanu
extrahovaného z tél zvitat bylo riziko biologické kontaminace proteiny, nukleovymi kyselinami
nebo viry a vysoka cena purifikace. Proto byly vyvinuty alternativni metody k praimyslovému
ziskavani hyaluronanu [5].

V dnesni dobé je komercni hyaluronan vyrabén piedevsim biotechnologicky-mikrobidlni
fermentaci. Hyaluronan pochdazejici z mikroorganismu je biokompatibilni i s lidskym télem,
jelikoz struktura hyaluronanu je mezi riznymi Zivo¢iSnymi druhy velmi podobnd. Prvnimi
pouzitymi bakteriemi k vyrobé hyaluronanu byly kmeny streptokokti A a C. Dnes je také hodné
komercnich produktli ziskdvano pomoci bakterie Streptococcus equi. ldeédlni podminky
bakterialnich kultur pro ziskavéani hyaluronanu o molekulové hmotnosti 3,5-3,9 x 10° Da byly
stanoveny na 37 °C, pH 7 a pfitomnost laktdzy nebo sachardzy. Vytézek byl optimalizovan na
6-7 g-dm™, coZ je vysi technicky limit z diivodu omezeni pfenosu hmoty zptisobené vysokou
viskozitou fermenta¢niho bujonu. Protoze rody streptokoklt zahrnuji nékolik lidskych
patogentl, je nezbytna piesnd a nakladna purifikace produkovaného hyaluronanu. V zajmu
snizovani nakladi byly a jsou zkoumény jiné mikroorganismy, vhodné pro jeho produkci.
Ideélni mikroorganismus pro syntézu hyaluronanu by mél byt obecné povazovén za bezpecny,
nemél by vyluovat zadné toxiny a mél by byt schopny produkovat hyaluronan o molekulové
hmotnosti alespont 10° Da, jelikoZ materialovd a obchodni hodnota stoupd s jeho &istotou
a molekulové hmotnosti. Tyto faktory také ovliviiuji reologické a biologické vlastnosti a urcuji
vhodné aplikace. Vzhledem ktomu Ze pfirodni mikroorganismy schopné produkce
hyaluronanu jsou zvétSiny patogenni, metabolické inzenyrstvi predstavuje v soucasnosti
zajimavou piileZitost k ziskani hyaluronanu z nepatogennich organismi GRAS (obecné
povazovanych za bezpe¢né). Hyaluronan bez endotoxinil jiZ byl syntetizovan rekombinantnimi
hostiteli jako Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Escherichia coli a Corynebacterium
glutamicum. TotéZ se povedlo 1 s eukaryotickymi organismy mezi zastupci kvasinek nebo kultur
rostlinnych bunék. Nicméné, doposud nebyl nalezen jediny heterologni bakteridlni hostitel,
ktery by produkoval tolik hyaluronanu jako hostitel ptirodni [5].

Nakonec byly pro ziskani hyaluronanu o pfedem dané molekulové hmotnosti a wuzké
polydisperzité pouzity 1 jiné metody. Jednou z nich je chromoenzymaticka metoda, ktera byla
pouzita produkci monodisperznich oligosacharidi hyaluronanu. Metoda byla uspésné
komercializovana a produkty jsou charakteristické nizkym indexem polydisperzity. Kromé toho
dalsi studie ukazaly, Ze je moZné piipravit monodisperzni fragmenty hyaluronanu
kontrolovanou degradaci hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnosti pomoci riznych
metod, zahrnujicich kyselou, zésaditou, ultrasonickou a termickou degradaci [5].
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2.2 Hyaluronan v mediciné

Od svého objeveni hyaluronan stale zlistava jednou z nejanalyzovangjsich, nejstudovanéjsich
a funk¢né modifikovanych latek. Je tomu tak diky jeho unikatnim vlastnostem jako hydrofilita,
viskoelasticita, biokompatibilita a rozlozitelnost. Derivaty hyaluronanu jsou v soucasné¢ dobé
pouzivany v 1écbé¢ artritidy, oftalmologii, tkdflovém inZenyrstvi a hojeni ran. V neposledni fadé
je také testovan pro pouziti v efektivnéjSich systémech pro podani 1€kt v pokrocilych forméach
jako hydrogely, nanocastice a mnoho dal§iho. Navzdory nepietrzitym posuntim ve véd¢ dokéaze
molekula vzdy prekvapit dal§imi potencidlnimi vyuzitimi [6].

2.2.1 Hyaluronan v lé¢bé onkologickych onemocnéni

Proléciva jsou vyvijena tak, aby byla aktivovdna Casové, prostorové nebo zplsobem fizeni
davky, coz umoznuje ptizpusobitelnost a snizenou nespecifickou toxicitu pro normalni bunky.
Dlouhodobé znamé vyhody proléciv jsou dobra biologicka dostupnost, dlouha setrvani v téle,
fizené uvolnovani a schopnost retence 1é¢iva. Krome toho schopnost zapouzdieni 1é¢iva miize
zefektivnit terapeuticky U€¢inek a zmirnit vedlejsi uc€inky spojené s pomocnymi latkami [7].

Bylo zjisténo, ze hyaluronan je nadmérné produkovan v mikroprostiedi nadorti. Jako primarni
receptor pro hyaluronan byl identifikovan antigen CD44, bunécny povrchovy glykoprotein.
Interakce mezi hyaluronanem a CD44 se podili na riznych biologickych procesech jako
morfogenezi, hojeni ran, zanétu a rakoviné. Konkrétné, CD44 je piemnozeny na povrchu bunky
pti riznych primarnich nadorech jako je rakovina prsu, slinivky, vaje¢nikil, plic a mozku.
Na vyvoj funkénich nosi¢ovych systémi, zejména na bazi hyaluronanu, pro zacileni na CD44,
bylo vynalozeno velké Usili a byla navrhnuta rizna nanoproléciva, fungujici na odlisnych
principech [8].

Pokrocila nanoproléciva jsou navrZzena pomoci chemické modifikace 1é¢iv s malou molekulou
tak, aby spliiovala zlepSenou biologickou dostupnost spojenou s kontrolou aktivace
a uvolnovani lé€iva v cilovych mistech za specifickych podminek stimulu. Pfi navrhovani
nanoproléciv pro 1écbu nadort se vyuZivaji rizné stimuly, které 1ze rozd¢lit na vnitini a vnéjsi.
Mezi vnitini stimuly, vychéazejici z vlastnosti nadorového mikroprostredi, pati naptiklad nizké
pH, zvySena hladina glutathionu (antioxidantu), pfitomnost reaktivnich forem kysliku,
nadmérnd exprese enzymu a hypoxie (nedostatek kysliku). Naopak vnéjsi stimuly jsou
aplikovany zvenci a zahrnuji naptiklad svétlo, ultrazvuk nebo magnetické pole. [8].

Kysel¢ mikroprosttedi nddorovych tkani (pH 6,5-6,8), endozoml nadorovych bun¢k (pH 5-6,5)
a lysozomi (pH 4,5-5), predstavuje vysoce vyznamny vnitini stimul nadoru diky nadmérné
produkci kyseliny mlééné béhem rychlé glykolyzy. Dulezité je, Ze nanoproléciva vétSinou
vstupuji do nadorovych bunck endocytézou a prochéazeji intracelularnimi lysozomy
a endozomy. Proto bylo vyvinuto velké mnoZstvi nanoproléciv, §tépitelnych pii nizkém pH,
které funguji pravé diky kyselému mikroprostfedi nadorii. Protoze nanoproléciva na bazi
hyaluronanu maji dobrou schopnost cileni na nador, jejich modifikace s linkery citlivymi na
nizké pH mohou usnadnit, aby takova nanoproléciva dorazila specificky do mist nadoru
a uvolnila funkéni 1éky pro 1écbu [8].
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Prostfednictvim regulace rtiznych transkripénich faktorti vykazuje silné protinadorové ucinky
kurkumin. Takto ptisobi hlavné proti rakovin¢ délozniho ¢ipku, rakoving prsu, rakoving slinivky
bfisni a kolorektdlnimu karcinomu. Navic mize kurkumin regulovat rizné signalni drahy
a molekularni cile za nizkou cenu z Sirokych zdroji a nizkymi vedlej$imi G¢inky. Nicmén¢ se
kurkumin potykd s omezenimi, kterd limituji jeho klinické pouZiti v rdmci terapie rakoviny.
Témito omezenimi jsou rychlé metabolizovani, nizkéd rozpustnost ve vod¢, Spatna biologicka
dostupnost a nestabilita [9].

2.2.2 Hyaluronan ve tkafiovém inZenyrstvi

Hyaluronan nachazi také Siroké vyuziti pii vyrobé matric pro oSetfeni chrupavek. Jakozto
pfirozend slozka extraceluldrniho matrixu interaguje s povrchovymi receptory na
chondrocytech, buiikach chrupavky, které pozitivné ovlivituji mnoho bunécnych drah, véetné
téch, které se podileji na proliferaci chondrocyti, sekreci extracelularniho matrixu a regulaci
fentotypu. Nicméné je zndmo, ze hyaluronan musi byt chemicky modifikovan (derivatizovan
nebo zesitovan) pro pouziti ve tkafovém inzenyrstvi. Zadouci jsou v§ak primarné nizké stupné
modifikaci hyaluronanu, protoZze minimalné¢ modifikované hyaluronové scaffoldy jsou velmi
podobné strukturdm v pfirozeném bunéném prostiedi, a proto pravdépodobné vyvolaji
vhodnou biologickou odpovéd’. Dosud navrzené scaffoldy na béazi hyaluronanu pro oSetfeni
chrupavek zahrnuji komerén¢ dostupné benzylestery hyaluronanu nebo methakrylatové
a thiolované derivaty, které podléhaji fotopolymerizaci a oxidaci, aby vytvorili sit. Nékolik
studii upfednostitovalo vysoky stupeii substituce karboxylatovych skupin hyluronanu v rozmezi
25-100 %. Ptestoze bylo dosazeno zajimavych vysledk, stale je zapotiebi zlepSeni, aby byla
zajiSténa co nejlepsi biokompatibilita [10].

2.2.3 Hyaluronan v estetické mediciné

Nastup gelovych derivath zesitovaného hyaluronanu znamenal novou éru na poli biomediciny
a ptinesl nové terapeutické aplikace v oblasti chirurgie, regenerativni mediciny a farmakologie.
V poslednim desetileti nejvyssi rist zaznamenalo vyuziti hydrokoloidnich dermalnich vyplni
na bazi hyaluronanu v estetické medicing. To vroce 2022 dosdhlo nejvy$siho podilu na
celosvétovém kosmetickém trhu [11].

Béhem 20. stoleti pokrocila evoluce kosmetickych ptipravka pres parafin prostiednictvim
dal$ich suboptimalnich aloplastickych slou¢enin, zejména tekutého silikonu v 50. letech, az po
ustaleni na homolognich, biokompatibilnich materialech jako je kolagen (80. 1éta) a hyaluronan
(21. stoleti). Tyto latky, 1 pfes omezenou Zivotnost, nabizely bezkonkurenéni bezpecnostni
profil a nizky vyskyt nezddoucich reakci nebo komplikaci. Se schvalenim prvni kosmetické
dermélni vypIné na bazi hyaluronanu Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv v roce 2002
a naslednym rozkvétem estetickych injek¢nich ptipravklt upevnil hyaluronan svou pozici
ptedniho kosmetického materialu nového tisicileti [12].

Béhem dvou desetileti od zavedeni hyaluronovych injekénich gelti zaznamenaly dermalni
vyplné prudky narost popularity. Prodej mezi lety 2005 a 2020 vzrostl o 700 %. Jen ve
Spojenych statech se ro¢né provadi asi 3,4 milionu dermalnich vyplni, pfiCemz hyaluronové
vyplné tvoii témét 80 % produkti. ZvySend poptavka po kosmetickych injekénich latkach je
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dasledkem rostouci tolerance postupti plastické chirurgie napii¢ vSemi vékovymi skupinami,
zvySené dostupnosti a uvadéni na trh i snizenych cen produktd, coz vytvaii stile vice
konkurenc¢ni trh [11].

Moderni dermalni vyplné se skladaji z molekul vysokomolekuldrniho hyluronanu, zesiténych
1,4-butandiol diglycidyletherem, které jsou suspendovany v rizném mnozstvi nosného roztoku
nezesitovaného hyaluronanu. Piestoze se vlastnosti kazdého gelu 1isi podle pouzitych
sitovacich technologii daného vyrobce, vSechny vykazuji stupen modifikace od 1 do 10 %,
molekulovou hmotnost 100—600 kDa a koncentraci hyaluronanu v nosném roztoku v rozmezi
od 15 do 24 mg-cm?. Relativng vysoky obsah zesiténého hyaluronanu s dlouhym fetézcem
udava produktim viskoelastické pevné chovani, coz jim umoziuje odolavat smykové a tlakové
deformaci in vivo. Mirné upravy stupné¢ modifikace a koncentrace nosného roztoku umoznuji
vyrobcim tvofit vyplné s rtiznymi moduly pruznosti ve smyku a riznymi dynamickymi
pevnostmi a zivotnostmi. To zvySuje vhodnost produktu pii povrchovych nebo hlubokych
injekcich [13].

Na zaklad¢ zptsobu zesitovani se hyaluronové dermalni vyplné klasifikuji jako monofazové
nebo  dvoufizové. Monofazové  vyplné¢ obsahuji smés  vysokomolekularniho
a nizkomolekularniho hyaluronanu, zatimco bifazové jsou smési zesitovanych cCastic
hyaluronanu o selektivni velikosti a nezesitované hyaluronové matrice. Strukturdlné
nezesitovany hyaluronan dvoufazového plniva slouzi jako nosi¢, ktery umoziiuje snazsi
aplikaci vypln¢ do méekké tkané. U jednofazovych vyplni vytvaii homogenni gelovd hmota
soudrznou sit, ktera mize zajistit delsi trvanlivost a mensi migraci po injekei [14].

Viskoelastické vlastnosti hyaluronovych hydrogeld, i pies jejich prospésnost pii vypliovani
vrasek, predstavuji jedinecné vyzvy pii intravaskuldrnim zavedeni. Nékolik reologickych
vlastnosti hydrogell potencialné ovliviiuje jejich chovani v cévach. Konkrétné schopnost gelu
absorbovat vodu, znama jako faktor bobtnani, mize pfimo ovlivnit objem gelovych ¢astic,
protoze se castice hydratuji intralumindln€. Soucasnd plniva vykazuji faktory bobtnani
v rozmezi 100 a 700 % objemu, coz zvysuje jejich okluzivni potencial. Navic soudrZnost nebo
schopnost gelu odolavat fragmentaci a dispergaci mize mit vyznam v intravaskularnim chovani
dermdlnich vyplni a jejich reakci na reverzni Cinidla. Monofazové gely jsou diky své
nec¢asticové povaze kohezivngj$i a méné nachylné k rozpadu v pufrovanych roztocich nebo pfi
vystaveni hyaluronidaze, nez gely dvoufazové. Soudrznost produktu mize ovlivnit jeho
tendenci fragmentovat se, mikroembolizovat a odolavat rychlé degradaci pomoci reverznich
¢inidel. Modul pruZznosti ve smyku, ktery charakterizuje tuhost gelu a schopnost odoldvat
smykové deformaci, mize ovlivnit tendenci produktu uzavirat nebo stlacovat cévu. Vyplné
s vysokym modulem pruznosti ve smyku mohou branit pritoku krve G¢innéji nez meékci gely
s nizkym modulem. Tuzsi gely navic mohou mit vétsi schopnost stlacovat cévy externé, a tak
dale snizovat pratok krve. Tyto reologické vlastnosti v§ak mohou byt snadno naruSeny extruzi
pfes zafizeni s malym primérem, jako je jehla. Vlastnosti vyplni intravaskularné se tedy mohou
lisit od vlastnosti vypln¢ ve stiikacce [15],[16],[17].
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2.3 Slabé vazebné interakce

Slabé vazebné interakce se oproti kovalentnim vazbam lisi v tom, Ze pfi nich nedochazi ke
sdileni elektronil, ale zahrnuji variace elektromagnetickych interakci mezi molekulami nebo
uvnitf molekuly [18]. Jsou zdkladem vSech biologickych dé&ji, jejichz podstatou je vznik
nadmolekulovych utvar. Mezi slabé vazebné interakce se fadi elektrostatické (coulombické)
interakce, vodikové vazby, Van der Waalsovy interakce a hydrofobni interakce. Ackoliv jsou
jednotlivé slabé vazebné interakce individualné relativné slabé, jejich vyhodou je, Ze se mohou
libovolné kombinovat a energie vazeb se v hrubé aproximaci s¢itaji. V literatuie lze dnes najit
pojmenovani slabych vazebnych interakci pomoci slov: ,,vazby*, ,,interakce* a také ,,sily*, a to
,hekovalentni®, , nevazebné®i,,slabé“. V kazdém ptipad¢ se jedna o totéz, a sice nesdileni paru
elektront dvéma atomy, jako je tomu u kovalentnich vazeb [19].

2.3.1 Vodikové vazby

U vodikovych vazeb hraji dominantni roli elektrostatické interakce. Ty vSak nejsou jediné slabé
nekovalentni interakce, které tvoii vodikové vazby. U klasického modelu interaguje slabé
kysely donor D—H prostfednictvim atomu vodiku s volnym elektronovym parem akceptoru A.
Vysledné uspotadani je D—H:--A, které obvykle byva linearni, av§ak zdaleka nemusi jit
o rigidni strukturu. Vodikové vazba ma délku 0,2 az 0,3 nm a energii 10 az 30 kJ-mol™'. Pro
srovnani ma jednoducha vazba C—C délku zhruba 0,15 nm a stfedni hodnota energie vazby
vodikové vazbé jsou O, N a S. Diky svym volnym elektronovym parim mohou hrat roli
akceptorti. Ty samé atomy vSak také vytvéieji funkcni skupiny, které vystupuji jako
donory [19].

V hyaluronanu se tvoii vodikové vazby mezi kyslikem v pyranovém cyklu a hydroxylovou
skupinou, mezi kyslikem na karbonylu a hydroxylovou skupinou a také mezi kyslikem
karboxylové skupiny a sekunddrnim amidem. Vazby mohou byt intermolekuldrni nebo
intramolekularni, tedy mohou se tvofit vramci jedné molekuly disacharidu nebo mezi
sousednimi molekulami (Obrazek 3). Na jednu stranu mohou molekulu stabilizovat, na druhé
stran¢ vSak zpiisobuji v polymernim systému rigiditu, kterd v kone¢ném dusledku specifikuje
vlastnosti roztokd. Primarni struktura a vodikové vazby pomahaji vytvafet sekundarni
a terciarni struktury [20].
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Obrdazek 3: Znazornéni tvorby vodikovych vazeb v molekule hyaluronanu [20]
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2.3.2 Van der Waalsovy interakce

Jako tomu je u coulombickych a vodikovych vazeb, Van der Waalsovy interakce maji taktéz
elektrickou podstatu a jsou rozdéleny na 3—4 typy interakei [19].

Nejsilngjsi z nich jsou interakce permanentni dipdl-permanentni dipol. Mnohé molekuly maji,
v dasledku rozdilnych elektronegativit atomt, dipolarni charakter. U permanentniho dipolu je
v jedné Casti molekuly parcidlni kladny naboj, ktery je v opacné ¢asti kompenzovan parcialnim
zapornym nabojem o stejné velikosti. Pii setkani dvou dip6lti maji tendenci orientovat se k sobé
opacn¢ nabitymi konci. Se vzristajici vzdalenosti mezi dipoly vSak klesa energie interakce
velmi rapidné, a tak se jedna o interakci velmi kratkého dosahu. V biomolekulach se
predpoklada cetny vyskyt téchto interakci. Nejdllezitéjsi jsou interakce dipoli v jejich vnitiku,
kde nejsou v kontaktu srozpoustédlem a v disledku toho se zesiluji. Kuptikladu dvé
karbonylové skupiny, které jsou orientovany opacné¢ k sobé a jsou od sebe vzdaleny 0,5 nm,
maji mezi sebou pfitazlivou energii o velikosti 9,3 kJ-mol! [19].

Interakce permanentni dipol—indukovany dipdl jsou podstatné slabsi. Molekula dipolarniho
charakteru indukuje dip6l v molekule jiné. Zde hraje velkou roli polarizovatelnost molekuly,
coz je mira schopnosti dané molekuly vytvotit dip6l. Permanentni dip6l ve druhé molekule
vyvola vzdy dipol spravné orientovany. Piikladem mutze byt karbonylova skupina, ktera
zapornym nabojem na kysliku indukuje dipol v methylové skupin€ a vznikd tak ptevaha
kladného nédboje na vodicich a zaporného naboje na atomu uhliku [19].

Tretim typem interakci jsou Londonovy disperzni interakce. Ty nastavaji i tehdy, kdyz zadna
z molekul neni permanentnim dipdlem. V atomech prvkt dochézi k fluktuaci hustoty elektronti
kvantové povahy, ¢imz dochazi ke vzniku ptechodného dip6lu na velmi kratkou dobu. Tento
pfechodny dipol vybudi v sousednim atomu opaéné orientovany dipdl. Jedna se o velmi slabé
a zcela nespecifické interakce. Pfi tésném piibliZzeni biomolekul, ke kterému velmi casto
dochézi, mize kazdy atom takto interagovat s nejblizSimi sousedy, se kterymi neni spojen
kovalentni vazbou. Cetnost takovych interakci je obrovska a vliv na stabilitu struktury
biomolekul je, i ptes nikterak vysokou energii, nezanedbatelny [19].

Zvlastnim typem tésnych interakci, které se taktéZ mohou zatfadit mezi Van der Waalsovy
interakce, jsou n—m interakce. Jedna se o vzajemnou interakci n—elektronovych systému, které
se nachdzi nad a pod aromatickymi kruhy. Dominantné se uplatiuji pii stabilizaci
dvousroubovice DNA i nékterych usekit RNA [19].

2.3.3 Hydrofobni interakce

Hydrofobni interakce popisuji sklon hydrofobnich molekul shlukovat se a odpuzovat molekuly
vody v polarnim prostiedi. Pti zavedeni hydrofobni latky do vody jsou vodikové vazby ve vodé
pferuseny, aby se vytvofilo misto pro hydrofobni latku. Voda vSak s hydrofobni latkou
nereaguje. To je povaZovano za endotermickou reakci, protoZe pii preruSeni vazeb jejich
vazebna energie zvys$i energii systému. Molekuly vody, které jsou v disledku ptitomnosti
hydrofobni latky pfesunuty, vytvoii nové vodikové vazby a kolem hydrofobni latky vytvoti
klecovou strukturu. Tato orientace ucini hydrofobni systém strukturované;jsi a celkova entropie
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systému rapidné poklesne. Zména entalpie systému muze byt zdpornd, nulova nebo kladna,
protoze nové vodikové vazby mohou ¢astecné, uplné nebo nadmiru kompenzovat vazby zaniklé
vstupem nepolarni latky. Zména entalpie vSak hraje zanedbatelnou roli, protoze zména entropie
je vysoka. Vysokd zapornd zména entropie znamena vysoky pfirtstek Gibbsovy energie, coz
naznacuje, ze miseni vody a hydrofobni latky neni spontanni [21].

Interakce mezi hydrofobni latkou samotnou, oproti miseni latky a vody, vSak spontanni jsou.
Jakmile spolu pfijde hydrofobni latka do kontaktu a za¢ne spolu interagovat, entalpie vzroste.
Nekteré vodikové vazby, které tvotily klecovou strukturu, totiz zaniknou. PoruSeni Casti
klecovité struktury zplisobi narust entropie, protoZe jejim formovanim se entropie sniZuje.
Vysledkem je tedy zaporna zména Gibbsovy energie a hydrofobni interakce jsou proto
spontanni [21].

Oproti ostatnim slabym vazebnym interakcim jsou hydrofobni interakce relativné silngjsi. Sila
hydrofobnich interakci zavisi na teploté, poctu uhliki hydrofobni latky a také jejim tvaru. Se
zvysujici teplotou se sila hydrofobnich interakci zvysuje. Cim vice ma molekula uhliku, tim
vy$si silu maji hydrofobni interakce mezi molekulami. Kvili stérickému branéni piisobi na
molekuly s méné rozvétvenym fetézcem interakce vyssi silou [21].

2.4 Kovalentni vazby

V kovalentni vazb¢ jsou zapojené atomy schopny sdilet jeden nebo vice valencnich elektronti
s ostatnimi atomy, a ziskat tak stabilnéjsi konfiguraci. Vazba se vytvofi tehdy, kdyZz mé prvek
témét celou valenéni vrstvu zaplnénou a potiebuje elektrony dal$iho atomu k jeji Gplnosti.
Atom pak sdili jeden nebo vice svych valencnich elektroni s ostatnim atomem, ¢imz oba atomy
doséhnou stability. Pokud atomy sdileji jeden elektron, je vytvofena jednoducha kovalentni
vazba. Pii sdileni dvou elektronii vznika dvojnd kovalentni vazba a sdili-li tfi elektrony, je
vytvorena trojna kovalentni vazba. Kromé toho mohou byt kovalentni vazby vytvofeny mezi
riznymi atomy. V té€chto ptipadech, kvili rozdilu elektronegativit atomi ve vazbé, jsou sdilené
elektrony pfitahovany bliZe k atomu s vyssi elektronegativitou, coz mé za nasledek vytvoteni
dip6lu [22].

Atom také muze tvofit vice kovalentnich vazeb najednou. Naptiklad protoZze ma uhlik ctyfi
valenéni elektrony, mliZe vytvofit az Ctyfi kovalentni vazby k dosaZeni stabilng;si konfigurace.
To je ptipad polymerd, tvofenych pfevazné atomy vazanymi v dlouhé fetézce kovalentnimi
vazbami s laterarnimi vazbami na atomy vodiku, kysliku a dusiku. Kovalentni vazby jsou
smérové a elektrony jsou drZzeny na misté. Materidly tvofené kovalentni vazbou tedy jsou
obecné Spatnymi vodici elektiiny a tepla [22].

2.5 Hydratace

K hydrataci dochazi v kazdém vodném roztoku elektrolytu. Jedna se o interakci mezi ionty
elektrolytu a vodou, pii které se ionty vodou obklopuji. Voda se orientuje podle naboje
konkrétniho iontu opacnym znaménkem. Z pozorovani vyplynulo, Ze hydratace kationti
stoupd s rostoucim nabojem a klesajici hmotnosti a anionty jsou zpravidla hydratovany méné
nez kationty. Anionty totiz interaguji s vodou prostfednictvim vodikovych vazeb, kdezto
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kationty ptimo s volnymi elektronovymi pary molekul vody. V obou pfipadech vede ptitomnost
iontll ke vzniku klastrii, které dale komunikuji se vzdalenéj$imi molekulami vody [19].

Hydratace se rovnéz uplatiiuje u podstatné vétSich castic, nez jsou prosté ionty, tedy
s rozpoustédlem nabité funk¢ni skupiny i nenabité struktury. Riizné ¢asti povrchu biopolymeru
tedy budou hydratovany odlisné. Vzdy vSak existuje hydratacni obal, coz je primarni obal
kolem molekuly biopolymeru, ktery je na molekulu vazan mimofadné pevné a odstranit ho lze
jen velmi slozité. Dalsi podil vody jiz byva vazan méné pevné, ale stdle méa vSechna vazana
voda, nehledé na pevnost, nékteré charakteristiky, jimiz se 1i8i od €istého rozpoustédla. Vystizné
je povazovat vodu kolem molekuly za dvojrozmérnou sit’, propojenou vodikovymi vazbami,
ktera biopolymer obepina. Vodikové vazby v této siti jsou pevnéjsi a maji delsi zivotnost nez
vazby ve vzdalenéjSim okoli. Vyména molekul s okolnimi probihd pomaleji nez v normalni
vodé. Pravé hydrataéni obal je velmi vyznamny pro biologickou funkeci vétSiny
biopolymeri [19].

2.6 Receptory

V mnohobunéénych organismech spolu buriky potiebuji komunikovat, aby mohly koordinovat
rust, migraci a diferenciaci. Mohou tak ¢init bezprostfednim kontaktem nebo sekreci molekul,
které se vaZzou na receptory uvnitf ¢i vné cilovych bunék. Prostfednictvim receptori mohou
takové molekuly stimulovat samotnou produk¢ni buiiku, bunky v bezprostredni blizkosti nebo
i bunky ve vzdalenych organech. Indukovana signalizace v cilovych bunkéch je dulezita jak
u embryondlniho vyvoje, tak u dospé€lych, kde mimo jiné tidi i odpovéd’ buiikky na infekci
a homeostatické mechanismy organismu [23].

Mnoho receptori na povrchu bunky obsahuje extracelularni oblast vazajici ligand, jeden
transmembranovy segment a intracelularni efektorovou oblast, kterd miize a nemusi mit
asociovanou enzymovou aktivitu. Nékteré receptory obsahuji vice podjednotek, které spolecné
vytvafi vazebné misto pro signalni molekulu (ligand). Jiné se skladaji z polypeptidu, ktery
sedmkrat prechazi pres bunéénou membranu. Nakonec existuji receptory, které jsou umistény
uvnitf buniky a aktivuji je ligandy, které musi projit bunéénou membranou. Pfikladem takovych
ligandt jsou steroidni hormony [23].

2.6.1 Iontové kanaly

Vysledné zmény mistnich koncentraci ionti a elektrického pole hraji stézejni roli ve
fyziologickych procesech. Anorganické ionty jako Na', K*, Ca*", Mg?*, ClI"a H" se ucastni
fyziologickych procesti v buiice. Zprostiedkovavaji mnoho rozmanitych procest jako nervovy
vzruch, svalovou kontrakci a bunééné déleni. Klicovym aspektem vSech téchto procesii je
pohyb iontll mezi extracelularnim matrixem a cytoplazmou, ktery ovlivituje fyziologii buiiky
bud’ zménou membranového potenciadlu nebo stfidanim mistnich koncentraci iontii v butice.
Plazmatickd membrana, kterd oddéluje extracelularni matrix a vnitfek builky, je sloZena
z fosfolipiddi, které jsou nepropustné pro nabité ionty. Tento problém je vyfeSen pfitomnosti
dvou integralnich membranovych proteinii, iontovych kanald, které funguji na principu
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pasivniho transportu a iontovych pump, které pro transport iontli pfes membranu spotfebovavaji
energii [24].

Iontové kandly se skladaji z jednoho proteinu s opakujici se strukturou, anebo castéji z vice
podjednotek, organizovanych tak aby pfes rovinu membrany vytvofily por naplnény vodou.
Tyto stavebni bloky jsou obecné oznacovany jako o podjednotky, pokud se jedna o primarni
podjednotky tvofici pér a B nebo y podjednotky, pokud jsou sekundarni, pomocné. Kazda
podjednotka se sklada ze 1002000 aminokyselin a jeji molekulova hmotnost je 10-250 kDa.
Podjednotky byvaji posttranslaéné modifikovany glykosylaci, fosforylaci nebo jsou spojeny
disulfidickymi mustky. Hydrofobni ¢asti podjednotek pieklenuji membranu a nazyvaji se
transmembranové domény. Transmembranové domény interaguji s hydrofobnimi c¢astmi
membrany, a tim tvofi jadro iontového kanalu [24].

2.6.2 Receptory pro hyaluronan

Krom¢ jedinecnych fyzikdlné—chemickych vlastnosti disponuje hyaluronan i1 jedine¢nymi
fyziologickymi funkcemi, kterych je dosazeno piedev$im schopnosti vazat se na rizné
receptorové proteiny. Tyto receptorové proteiny se znacné lisi v Grovnich exprese, typech
bunék, specifické vazbe, afinité a fyziologickych funkcich. Receptory spojené s hyaluronanem
zahrnuji zejména receptor CD44, hyaluronanem zprostiedkovany receptor motility (RHAMM)),
endotelialni hyaluronovy receptor lymfatickych cév (LYVEL), hyaluronovy receptor
endocytozy (HARE), Toll-like receptory 2 a 4 (TLR2.,4) a layilin. S polofasem rozpadu v téle
okolo 24 hodin ptsobi hyaluronan v nepietrzitém obnovovacim cyklu. Béhem transportu
hyaluronanu podporuji matrixové metaloproteindzy a meziprodukty reaktivnich forem kysliku
jeji sekreci z tkani, ¢imz ji transportuji do lymfatickych cest. Po dosaZeni drenaze lymfatickych
uzlin je ¢ast hyaluronanu degradovéana na fragmenty, které jsou vazbou na HARE vychytavany
a vstupem do portalniho obehu metabolizovany jatry. Hladina hyaluronanu v téle je udrzovéana
na homeostaze prostfednictvim zminéného degradacniho cyklu. Receptory souvisejici
s hyaluronanem jsou distribuovany hlavné v organech jako jatra, klouby, oc¢i a klize, a reguluji
procesy jako fagocytdza hyaluronanu, degradace, proliferace, migrace a diferenciace. Nejvice
studovany receptor, CD44, je exprimovan v riznych bunikdch. Po navazani hyaluronanu
vykonava funkce jako podpora proliferace, diferenciace, adheze a migrace. RHAMM se ucastni
bunécného cyklu a udrzuje metabolickou stabilitu. LY VE1 a HARE pfimo souvisi s receptorem
zprostiedkovanou endocytdzou a degradaci hyaluronanu. TLR2 a TLR4 se podili na aktivaci
vrozenych a ziskanych imunitnich reakci. Nakonec, layilin hraje roli v bunééné morfologii,
adhezi, pohybu bun€k, homeostaze a ptenosu signalt [25].

2.7 Nosicové systémy léc¢iv

Nosicové systémy léCiv jsou biokompatibilni nastroje pro transport molekul ve farmacii,
kosmetice a nutraceutice. Poprvé byl termin nosi¢ 1é¢iv pouzit k definovani systému, ktery ma
schopnost zallenit pfesné mnoZstvi molekul pro zvySeni jejich selektivity, biologické
dostupnosti a u¢innosti. Uéinnost nosice pii dodavani 16¢iv spoéiva v bariéie, kterou tvoii sam
nosi¢. Tato bariéra mize pfidat odolnost vii¢i toku hmoty a difizi 1é¢iva z vnitiniho jadra do
vngj$iho objemu. Dillezitym ptispévkem k charakteru nosice je chovani hmoty, kterou muze
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byt voda, gel nebo médium podobné krvi. Podle viskozity média méa uvolnovani 1é¢iva rizny
kineticky tvar a rychlost. Hlavni vyhodou pouZziti nosici 1é€iv je schopnost chranit 1éky po celou
dobu podavani a uzavirat je do riznych typt bariér, ¢imz se snizuji ztraty U¢innych
latek a omezuji se pripadné vedlejsi ucinky. Systémy jsou obecné navrzeny na nanometrické
a mikrometrické Urovni, aby kombinovaly rizné vlastnosti se specifickymi cili, jako je
specifi¢nost mista, Zivotnost nebo citlivost na vnéjsi podnéty. Specifi¢nost vyzaduje schopnost
nosi¢e lé¢iva rozpoznat cilovou tkah, kam ma byt 16k adresovan. Zivotnost souvisi se
schopnosti nosi¢e s léCivem dosdhnout pozadované tkané, aniz by byl fagocytovan
mononukledrnim fagocytarnim systémem pied dosazenim mista uvolnéni. NosiCové systémy
jsou podle odlisné morfologie rozdéleny na nanokapsle, nanosféry, lipozomy, pény, uhikové
nanotrubice, dendrimery, niozomy a hydrogely [26].

2.7.1 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice jsou koloidni ¢astice, skladajici se z biodegradabilniho polymeru, ktery
muze existovat ve form¢ nanosfér nebo nanokapsli. Nanokapsle se pfipravuji rozpousténim
nebo dispergovanim 1é¢iva v kapalném jadie (olej nebo voda), které je zapouzdieno polymerni
membranou. Nanosféra se pfipravuje zachycenim lé¢iva v polymerni matrici [27]. Velikosti
jsou polymerni nanocastice velmi malé (1-1000 nm). Oddélenim 1é¢iva od prostiedi tkani
polymernim obalem je zamezeno degradaci nebo ndhlému uvolnéni 1éCiva, které by mohly
nastat vlivem pH, teploty, enzymt a dalSich faktorG. Diky tomu mutze byt polymerni obal
funkcializovan molekulami, které jsou schopné interagovat s cilenymi buiikami a umoznit tak
cilené podani l1éc¢iva [28].

membrana matrice

castice
1é¢iva

nanokapsle nanosféra

Obrazek 4: Znazornéni struktury nanokapsli a nanosfér, prelozeno [29]
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2.7.2 Lipozomy

Lipozomy jsou kulovité lipidové vezikuly o velikosti 50-500 nm, sloZené z jedné nebo vice
lipidickych dvojvrstev. Jsou vysledkem emulgace piirodnich nebo syntetickych lipida ve
vodném prostiedi. Podle struktury jsou lipozomy rozdéleny do Ctyi kategorii na zékladé
velikosti a po¢tu dvojvrstev na malé unilamelarni vezikuly, velké unilameldrni vezikuly,
multilamelarni vezikuly a multivezikularni vezikuly. V pfipad¢ unilamelarni struktury maji
lipozomy pouze jednu lipidovou dvojvrstvu, zatimco u multilamelarni struktury jsou dvojvrstvy
vrstveny na sebe podobné jako v cibuli. Multivezikuldrni struktura obsahuje v jedné vétsi
vezikule nékolik mensich unilamelarnich vezikul. Ué¢innost enkapsulace hydrofilnich slouéenin
do lipozomi roste s jejich velikosti a klesd s poctem dvojvrstev. Velikost vezikul je dilezity
faktor, ktery fidi polocas rozpadu cirkulujicich lipozomi. Pfi dodévani 1é¢iva pomoci lipozomu
mayji totiz pozadované vezikuly velikost od 50 nm do 150 nm. Interakce lipozomt s bunécnou
membranou jsou ruzné: specifickd nebo nespecifickd endocytdza, adheze, fagocytdza
a absorbce do bunééné membrany. Jsou ovliviiovany faktory jako sloZeni a primér lipozomi,
povrchovy néboj, cileny ligand na povrchu lipozomti a biologické prostiedi [30].

hydrofobni
dvojvrstva

= cholesterol
hydrofilni t .
' - - fosfolipidy

jadro

Obrdazek 5: Znazornéni struktury unilamelarniho lipozomu, prelozeno [30]

2.7.3 Micely

Micely jsou shluky amfifilnich molekul dispergovanych v kapalném médiu. Vznikaji
samoskladanim amfifilnich polymert pfi kritické micelarni koncentraci. Jejich vznik je mozny
diky obojetnému charakteru polymeru, jehoz jedna cast je hydrofilni a druha lipofilni.
V zéavislosti na hydrofilnich a hydrofobnich segmentech a podminkach rozpoustédla mayji
micely rliznou morfologii. Tvar micel mize byt kulovity, valcovity i laminarni. Segmenty
polymert se orientuji podle charakteru prostredi, a tak v nepolarnim prostiedi vznikaji inverzni
micely, které jsou orientovany polarnimi ¢astmi doprostied. Micely se pfipravuji riznymi
metodami jako fedéni, lyofilizace, odpatrovani rozpoustédla a dialyza [31].
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Micely predstavuji novy typ nosice 1éCiv, jehoz pfednostmi je sniZzeni vedlejSich ucinkt ek,
selektivni cileni, stabilni skladovani a stabilita vii¢i fedéni. V nanométitku maji micely navic
uzkou distribuci a diky své struktufe jadra a obalu mohou chranit 1é¢iva pted oxidaci [31].
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Obrazek 6: Organizace micel podle charakteru prostredi, prelozeno [32]
2.7.4 Dendrimery

Dendrimery jsou velmi rozvétvené makromolekuly, které jsou charakteristické rozsahlymi
moznostmi funkcionalizace koncovych skupin a kompaktni molekularni strukturou. Skladaji se
z molekuly centralniho jadra, odkud se zacinaji vétvit, coz vede k hierarchické a dobie
definované architektute. Vétve se skladaji z opakovanych jednotek nebo monomert, které jsou
spolu v pfesném potadi spojeny. Dendrimery vykazuji mnoho vyjimecnych vlastnosti
podobnych vlastnostem biomolekul, zejména proteini. Napiiklad mohou byt syntetizovany
jako monodisperzni materialy, ¢imz ziskaji uniformni distribuci molekularni hmotnosti. Jejich
velikost se pohybuje v fadech né¢kolika nanometrii. Maji globularni tvar, vyplyvajici z vysoce
rozvétvené a symetrické struktury, ktery je rozhodujici pro interakce s jinymi molekulami.
Jejich povrch umoziuje pfesnou funkcionalizaci Sirokou Skalou molekul, ¢imz lze zlepSit
aktivni cileni. Kulovity tvar vytvafi ve struktufe dutiny, které mohou pojmout jiné molekuly,
1éky nebo funkéni skupiny, ¢imZ pro né poskytuji kontrolované a chranéné prostredi. Unikatni
vlastnosti dendrimer oteviely mnoho moznosti v oblastech nanotechnologii, mediciny,
katalyzy a materidlovych véd. V poslednich letech byly zkoumény nejb&zné;si dendrimery jako
poly(amidoamin), poly(propylen imin), polylysin a dendrimery polyesteru [33].

vnitini dutiny (prostor
pro molekularni naklad)
prvni generace -

druha generace — _g ~ Jjadro

——" vnitini vétveni

tieti generace

povrchové skupiny

Obrazek 7: Znazornéni struktury dendrimeru, prelozeno [34]
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2.7.5 Hydrogely

Hydrogely pfedstavuji trojrozmérnou sit’, ktera mize absorbovat velké mnozstvi vody a bobtnat
ve vodé diky obsahu hydrofilnich skupin jako: -NH_, -COOH, -OH, -CONH>, -CONH a -SOzH.
Sit" hydrogelu obvykle tvofi zesitované polymerni fetézce, nékdy vSak muize byt tvorena
zesitovanymi koloidnimi shluky. Schopnost absorbovat velké mnozstvi vody také dava
hydrogeltim jedine¢nou pruznost a mékkost. Diky tomu se hydrogely velmi podobaji zivé tkéni.
Mohou byt klasifikovany podle zdroje, sloZzeni, zesitovani, vlastnosti, konfigurace a naboje.
Zdroje hydrogelt lze rozdélit na pfirodni, syntetické nebo polosyntetické. V ramci zdroje
polymeru mohou byt oznacovany jako ptirodni, syntetické nebo semi-polymerni. Mezi ptirodni
zdroje hydrogelii patii celuldza, chitosan, kolagen, alginat, agar6za, hyaluronan, Zelatina
a fibrin. Jsou biokompatibilni, bioaktivni a biodegradabilni, avSak pomérn¢ nestabilni a nepiilis
pevné. Ackoliv pro vétSinu populace jsou hydrogely bezpecné, nékteré materidly ptirodnich
hydrogeld jsou ve vzacnych piipadech alergeny. Pokud jsou tedy pouzity pii 1é€bé citlivych
jedincl, maji potencialni imunologicka rizika. Syntetické hydrogely se vyrabi ze syntetickych
polymert. Mezi syntetické polymerni zdroje hydrogelti patfi naptiklad polyvinylalkohol,
polyethylenglykol, polyakrylamid a dalsi. Pouze mélo z nich je biokompatibilnich, avSak jsou
stabilni a maji vyS$i mechanickou odolnost. Polosyntetické hydrogely jsou chemicky
modifikované zesitované biopolymery nebo kombinace pfirodnich a syntetickych polymeri
jako material pro pfipravu semi-hydrogelii. Takové hydrogely maji nejen vlastnosti bioaktivity
ptirodnich hydrogell, ale maji také velky prostor pro modifikace diky svym rdznorodym
chemickym parametrim [35].

Hydrogely si také ziskaly zna¢nou pozornost jako nosi¢ cilenych terapeutickych cinidel.
Vlastnosti a struktura umoZiiuji kontrolované uvoliiovani a snadnou modifikaci. Porézni povaha
hydrogeld usnadituje umisténi 1é¢iva do gelové matrice a uvoliiuje 1é€ivo zplisobem zavislym
na difuznim koeficientu makromolekul nebo malych molekul skrz gelovou sit. Lécivo
dodavané pomoci hydrogelu udrzuje vysokou koncentraci v cilové a okolni tkani pro
podstatnou dobu, a proto je hydrogel dobra volba pro cilené systémové dodavani terapeutickych
a bioaktivnich latek [36].

—
P Sk
e ©
'Y -
o - -3 o
\ N ’
- R . .
.‘ P * - Q - - \
o > * e § -
@ -~ 5 X . J
P - .‘k‘n * \4 =
" - ® - . \(\
‘/ J N~ . = \‘\f\
- %\ - Ny rev_ s
3 . 4 zesiténi

Obrdzek 8: Zndazornéni struktury hydrogelu, prelozeno [37]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V roce 2011 publikovali S. Manju a K. Sreenivasan ¢lanek v Casopise Journal of Colloid and
Interface Science. Jejich vyzkum se zabyval zlepSenim stability a rozpustnosti kurkuminu
pomoci jeho konjugace na hyaluronan. Kurkumin byl na hyaluronan navdzan pomoci
N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu a 4-Dimethylaminopyridinu v dimethylsulfoxidu. Usp&sna
konjugace kurkuminu na hyaluronan byla prokdzana infracervenou spektroskopii a nuklearni
magnetickou rezonanci. Rozpustnost konjugati byla oproti samotnému kurkuminu
n¢kolikanasobné vyssi. Ve vodné fazi byla zjisténa tvorba micel, ktera zajistila 1é¢ivu lepsi
stabilitu pii fyziologickém pH. Test cytotoxicity prokazal, ze zablokovani jedné fenolické
skupiny kurkuminu, kterou byl navdzan na hyaluronan, nikterak neovlivni jeho biologickou
aktivitu [38].

J. Li a kolektiv se v roce 2015 zabyvali podobnou problematikou, kdy modifikovali hyaluronan
kurkuminem pomoci N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu a hydroxybenzotriazolu v rozpoustédle
dimethylsulfoxidu. Tato metoda M. Konga, X. Chena a X. Chenga byla vroce 2013
patentovana. Konjugaty ve vodé tvofily micely o velikosti kolem 100 nm a nizkym indexem
polydisperzity (<0,3). Rozpustnost konjugatt oproti samotnému kurkuminu se zvysila vice nez
1100krat. Transmisni elektronova mikroskopie potvrdila enkapsulaci kurkuminu, sféricky tvar
micel a jejich podobnou velikost. Také byl proveden test antioxida¢ni aktivity konjugéatt, jehoz
vysledky ukazaly, ze antioxidac¢ni aktivita byla vyrazn¢ zvysena [39].

Vroce 2017 ptipravili M. Sharma a kolektiv konjugat hyaluronanu a kurkuminu stejnym
zpiisobem jako S. Manju a K. Sreenivasan v roce 2011. Ve studii byla zkoumana ucinnost
konjugatu pfi hojeni ran na jejich in vitro a in vivo modelech. Také byl studovén efekt konjugétu
na bunécnou proliferaci a migraci a antioxidacni uc¢innost na lidskych keratinocytech. Nakonec
byl studovan antimikrobidlni potencial konjugéatu na meticilin-rezistentnim zlatém stafylokoku
ve tm¢ a po vystaveni modrému svétlu. Zkoumani proliferace, antioxida¢ni aktivity a hojeni
ran ukdzalo, Ze 1écba konjugatem kurkuminu a hyaluronanu zlepSila bunécnou proliferaci,
zmirnila poSkozeni oxidativnim stresem, a také pomohla migraci bunék v ranach oproti 1é€bé
nativnim kurkuminem. Konjugat vykazoval na meticilin-rezistentniho zlatého stafylokoka
baktericidni U¢inky ve tmé a fototoxicitu pfi ozafovani modrym svétlem. Studium ucinnosti
hojeni ran u mysi prokazalo, Ze aplikace konjugatu na rany vedla k lepSimu hojeni, neZ pfi
aplikaci nativniho kurkuminu nebo samotného hyaluronanu [40].

V roce 2019 zkoumali D. Yu a kolektiv vliv konjugétu hyaluronanu a kurkuminu na potlaceni
myofibroblastli v kloubni kontraktute. Kurkumin byl na hyaluronan navazan patentovanou
metodou z roku 2013. Vysledky ukézaly, ze konjugat vyrazné sniZil migraci myofibroblast
a mohl nejen inhibovat proliferaci, ale také potlacit migraci aktivovanych myofibroblastt. Toho
bylo docileno diky tomu, Ze konjugdt hyaluronanu a kurkuminu zvysil expresi
prostaglandinového receptoru PTGER2, ktery je schopen inhibovat funkce myofibroblasti,
a projevil ochranné ucinky proti kontraktufe kloubu. Konjugat také inhiboval expresi cytokinti
TGF-B, ¢imz alespon ¢aste¢né omezil dalsi funkce myofibroblasti v kontraktuie kloubu. Studie
poskytla mechanismus pro 1é€bu kloubni kontraktury a také molekuldrni cil PTGER2 pro terapii
behem patogeneze kloubni kontraktury [41].
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H. Lai a kolektiv v roce 2021 navrhli nanonosi¢e na bazi hylauronanu pro cilené dodéani
kurkuminu do mista nadoru. V tomto ndvrhu byl vyvinut hydrazonovy linker reagujici na
kyselinu pro pfipojeni hydrofobniho kurkuminu (pfes adipicky dihydrazidovy mustek) na
hydrofilni hyaluronan pro vytvofeni konjugatu hyaluronan-mistek-kurkumin, ktery mél velmi
dobrou samousporadaci schopnost produkovat nanoc¢éstice ve vodé s rychlosti uvoliiovani
73,5 % piti pH 5 v podminkédch in vitro. Déle byly nanocéstice uspés$né internalizovany
rakovinnymi buiitkami pfes receptor CD44 a rychle uvolnily molekuly l1é¢iva (kurkuminu) pro
chemoterapii. Protinadorové vyzkumy in vivo ukazaly, Ze nanocastice 1éCiva maji lepsi
schopnost cileni na nador nez volné 1éCivo a dosahly vynikajici protinadorové terapeutické
ucinnosti [42].

V. Verdoliva a kolektiv vyvinuli v roce 2024 novou metodu pro piipravu konjugat hyaluronanu
a kurkuminu bez rozpoustédla. V metode¢ je pti 80 “C pouzito mikrovinné zatfeni na rozemletou
a zamichanou smés hyaluronanu a kurkuminu. Hyaluronan musi byt nejprve aktivovan
slouc¢eninou N,N'-Diisopropylkarbodiimidem taktéz za ucasti mikrovinného zéfeni. Vznikla
struktura konjugatu hyaluronanu a kurkuminu byla potvrzena nuklearni magnetickou
rezonanci, infra¢ervenou spektroskopii, UV—VIS spektroskopii a fluorescencni spektroskopii.
Test biokompatibility vysledného konjugétu neprokéazal zddné zna¢né snizeni Zivotaschopnosti
lidskych fibroblastti. Navic byla u osetfenych fibroblastii zaznamenana vyssi exprese faktoru,
inhibujiciho tvorbu cytokind, interleukinu 10. Nova vyvinutd metoda je efektivni, rychla
a ekologické z hlediska nepouZziti toxickych organickych bazi a rozpoustédel [43].

Taktéz v roce 2024 S. Wu a kolektiv vyvinuli nanoc¢éstice kurkuminu s méd’natymi ionty, které
byly obaleny hyaluronanem. Nanocastice byly navrzeny tak, aby usnadnily proces hojeni ran.
Zjisténi ukazala, Ze syntetizované nanocastice byly ucinné pfi zvySovani biologické dostupnosti
kurkuminu a zlepSovani fizeného uvolnovani léCiva misté¢ zanétu. Kromé toho hodnoceni
in vivo a in vitro ovéfila schopnost nanocastic inhibovat rist bakterii a odstraiiovat ptebyte¢né
reaktivni formy kysliku a zanétlivé mediatory, ¢imZ vyznamné podporoval hojeni ran u mysi.
Na zakladé¢ téchto zjisténi se predpoklada, ze multifunkéni nanocastice kurkuminu
s méd’natymi ionty, enkapsulovanymi v hyaluronanu, maji obrovsky potencial v 1é¢bé ran [44].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Uvod do experimentalni &asti

Experimentalni ¢ast se zabyvala syntézou kovalentni vazby mezi karboxylovou skupinou
hyaluronanu a hydroxylovou skupinou na kurkuminu. Nejprve byl hyaluronan sodny pomoci
kyseliny chlorovodikové transformovan na jeho kyselou formu, kyselinu hyaluronovou.
Nasledovala dialyza pro odstranéni sodnych iontl a lyofilizace roztoku pro ziskani kyseliny
hyaluronové v pevném stavu. Produkt byl podroben termogravimetrické analyze pro zjisténi
jeho vlhkosti a uspé$nost jeho protonace byla zkouméana na FTIR spektrometru. Syntéza
nosic¢ového systému na bazi hyaluronanu a kurkuminu byla provedena ve smési rozpoustédel
DMSO a deionizované vody za pomoci katalyzatori N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu
a 1-hydroxybenzotriazolu. Produkt syntézy byl nasledné¢ dialyzovan a lyofilizovan.
Charakterizace produktu byla provedena na FTIR spektrometru a UV-Vis spektrometru.
ZamysSlena byla i Ramanova spektrometrie, kterd vSak nebyla proveditelnd z divodu
fluorescence produktu, kterd je 10°-10%krat intenzivngj$i. Zméfena byla i exitaéné-emisni
spektra kurkuminu, kterd méla slouzit jako reference pro excitaéné-emisni spektra produktu.
Ta vSak nebyla z technickych diivodl zmétena.

4.2 Pouzité chemikalie

e Hyaluronan sodny (My = 815 kDa), Contipro a.s., €. Sarze: 224-67981;
e Kyselina chlorovodikové 37%, VWR chemicals;

e Dimethylsulfoxid, CARL ROTH;

e Ethanol absolutni pro UV, Penta s.r.o.;

e I-hydroxybenzotriazol (HOBt), Sigma Aldrich;

e N,N'-dicyklohexylkarbodiimid (DCC), Sigma Aldrich;

e Kurkumin, Sigma Aldrich;

e Deionizovana voda.

4.3 Pouzité laboratorni pristroje

e Termogravimetr (TGA Q5500, TA instruments);

e Analytické vahy (224 A, Denver Instrument);

¢ Fluorolog (HORIBA Jobin Yvon);

e FTIR spektrometr (Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific);
e Lyofilizator (L10-55 PRO, Gregor Instruments);

e Centrifuga (Rotina 420R, Hettich);

e Spektrofotometr (UH5300, Hitachi);

¢ Fluorolog (HORIBA Jobin Yvon).

4.4 Pouzité programy

e OMNIC 9, program pro vyhodnocovani dat ziskanych z FTIR spektormetru;
e Origin 2019b 64bit.
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4.5 Zjisténi rozpustnosti hyaluronanu a kurkuminu

Pro optimalizaci syntézy kovalentni vazby mezi hyaluronanem a kurkuminem bylo potieba
zjistit jejich rozpustnost v pouzitych rozpoustédlech dimethylsulfoxidu a vodé. Proto bylo
pfipraveno pét vialek, z ¢ehoz do ¢tyfech bylo napipetovano 5 ml smési dimethylsulfoxidu
a deionizované vody v poméru 1:1 a do paté 5 ml samotného dimethylsulfoxidu. Do ¢tyfech
vialek se smési dimethylsulfoxidu a vody byl vpraven hyaluronan sodny o hmotnosti 50 mg,
piipravena kyselina hyaluronova o hmotnosti 50 mg a kurkumin o hmotnosti 5 mg a 1 mg. Do
vialky s ¢istym dimethylsulfoxidem byla umisténa pfipravend kyselina hyaluronova
o hmotnosti 50 mg. Vialky se smésmi byly n¢kolik hodin ponechdny na magnetické michacce.

4.5.1 Vyhodnoceni rozpustnosti hyaluronanu a kurkuminu

Bylo zjisténo, ze smés dimethylsulfoxidu a vody v poméru 1:1 rozpustila 50 mg hyaluronanu
sodného, 50 mg kyseliny hyaluronové i 1 mg kurkuminu. Zcela vSak nerozpustila 5 mg
kurkuminu. Cisty dimethylsulfoxid nerozpustil 50 mg kyseliny hyaluronové viibec.

Pozorovani ukazala, Ze je pro syntézu vhodné pouzit smé&s dimethylsulfoxidu a vody v poméru
1:1 a hmotnost kurkuminu udrzovat na nizsich hodnotach.

4.6 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza je analytickd technika, kterd méfi zmény hmotnosti vzorku
v zavislosti na teploté. Vzorek je pii ni umistén na velmi citlivou vahu, ktera pti zahtivani
monitoruje hmotnost, respektive jeji zménu.

Analyza byla pouzita pro zjisténi hygroskopickych vlastnosti a uréeni hmostnosti vdzané vody
v pfipravenych vzorcich nativniho hyaluronanu sodného a kyseliny hyaluronové. Zjisténa
hmotnost vazané vody byla nasledné¢ uvedena v procentech z plivodni celkové hmotnosti
vzorkd.

Vzorek byl nanesen na platinovou panvicku, vlozen do pece analyzatoru a v pfitomnosti
vzduchu byl zlaboratorni teploty zahfivan na findlni teplotu 600 °C s rychlosti ohfevu
10 °C-min’,

4.7 Syntéza kovalentni vazby mezi hyaluronanem a kurkuminem

Ptipravend kyselina hyaluronova byla nejprve promyta 100% ethanolem pro odstranéni
potencialnich necistot. Po rozptyleni v ethanolu byla odstfedéna na centrifuze a supernatant byl
slit. Promytd kyselina hyaluronovd byla rozpusténa v 50 ml smési dimethylsulfoxidu
a deionizované vody v poméru 1:1. Do roztoku byly nasledné ptfidany katalyzatory DCC
a HOBt v takovém mnozstvi, aby byl molarni pomér HYA:DCC:HOBt udrZen na 1:1,5:1,5.
Roztok byl chvili ponechan michat a zatim byl pfipraven roztok 4 mg kurkuminu v 50 ml
dimethylsulfoxidu. Po rozpusténi kurkuminu byl cely objem roztoku s kyselinou hyaluronovou
a katalyzatory pomoci Pasteurovy pipety pfikapan do roztoku kurkuminu v dimethylsulfoxidu
a smés byla ponechdna na magnetické michacce po dobu 2 hodin. Pro zabranéni fotodegradace
kurkuminu byla reakéni banika zabalena do alobalu.
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Po 2 hodinach byla smés umisténa do dialyzacniho stieva pro odstranéni nezreagovanych
zbytkl a proti destilované vod¢ byla dialyzovana po dobu 3 dni. Voda v dialyze byla ménéna
minimalné tfikrat za jeden den.

4.8 Lyofilizace

Lyofilizace je metoda suSeni materiall, pti které voda piechazi pii nizkém tlaku a teploté
z pevné latky pfimo na plyn, tedy sublimuje. Probiha ve tfech fazich. Prvni fazi je zmrazeni, pii
kterém je material v celém svém objemu pfeveden na pevnou latku. Nésleduje faze primarniho
suseni, kdy je tlak vzduchu v lyofilizatoru snizen na n¢kolik stovek Pa a je dodano takové
mnozstvi tepla, aby mohla voda zacit sublimovat. SuSeni mize trvat az nékolik dni. Posledni
fazi je sekundarni suSeni, které spociva v desorpci zbyvajici vody postupnym zvySovanim
teploty mirn€ nad teplotu poc¢atecni.

Lyofilizace byla pouzita za ucelem Setrného odpareni rozpoustédla a obdrzeni suchého
systému hyaluronan—kurkumin, ktery mohl byt ihned po dokonceni lyofilizace podroben
dal§im analytickym metodam.

Produkt syntézy byl po dokonceni dialyzy nalit do lyofiliza¢niho kelimku a opatrné¢ zmrazen
tekutym dusikem. Jakmile byl produkt v celém svém objemu pieveden do pevného skupenstvi,
byl umistén do lyofilizatoru. Samotny proces trval 3 dny a po skonceni byla obdrzena nazloutla
latka podobajici se baviné. Proces lyofilizace probihal obdobné pro naprotonovanou kyselinu
hyaluronovou.

4.9 FTIR-ATR spektrometrie

Infracervend spektrometrie je analyticka technika slouzici k identifikaci struktury chemickych
latek. Technika funguje na principu naneseni vzorku na ATR krystal, na ktery je pfiveden
paprsek zafeni o vinové délce nejast&ji 4000400 cm™. Na rozhrani krystalu a vzorku je
paprsek uplné odraZen, avSak v odrazeném paprsku chybi zareni absorbované vzorkem.
OdrazZeny paprsek dopada na detektor. Aplikaci Fourierovy transformace na obdrZena data je
ziskano spektrum, ze kterého lze charakterizovat zastoupené funkéni skupiny ve vzorku.

Technika byla pouZita pro ovéfeni protonace nativniho hyaluronanu sodného a ovéteni tvorby
kovalentni vazby mezi hyaluronanem a kurkuminem.

Vzorek byl v malém mnozZstvi nanesen na diamantovy ATR krystal spektrometru a jeho analyza
byla provedena v rozmezi vinové délky 4000400 cm™! pii rozliseni 4 cm™. Pfed mé&fenim bylo
zméfeno spektrum samotného diamantového krystalu, které bylo od ziskaného spektra vzorku
automaticky odecitano. Méfeni probihalo pro kazdy vzorek stejné. Pfed zacatkem kazdého
méteni byl ATR krystal peclivé omyt ethanolem, aby se minimalizovalo riziko kontaminace
vzorkem jinym.

4.10 UV/Vis spektrometrie

UV-Vis spektrometrie je analytickd technika, kterd se pouziva pro méfeni absorbance nebo
transmitance svétla v oblasti ultrafialového (200400 nm) a viditelného (400—760 nm) spektra
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elektromagnetického zéafeni. Funguje na principu umisténi kapalného vzorku do kyvety
o presn¢ definované optické tloust’ce, kterou nasledné projde zafeni o urcité vinové délce.
Vzorek muze Cast zafeni absorbovat, coz je zaznamenano na detektoru. Pokud je absorbance
vzorku zaznamendna pro celé spktrum od 200 do 760 nm, vznikne graf, ktery se nazyva
absorp¢ni spektrum. Absorpcni spektrum je pro kazdou latku unikétni.

Technika byla pouzita pro ovéfeni vzniku vazby mezi kurkuminem a hyaluronanem. Ve vodném
roztoku nebyly viditelné zadné nerozpusténé zbytky kurkuminu, které by v absorpcnim spektru
znamenaly Sum a odporovaly by vzniku vazby.

Bylo rozpusténo takové mnozstvi vzorku ve vodé¢, aby byla vysledna koncentrace
2:10° mol-dm™. Roztok vzorku byl umistén do kyvety a proti vodé bylo zméfeno jeho
absorp¢ni spektrum.

4.11 Excitacné-emisni spektra

Excita¢né-emisni spektrum ukazuje pii jakych vlnovych délkach latka nejicinnéji absorbuje
svétlo a zaroven jaké svétlo o vinové délce vyzafi. K tomu je také monitorovana intenzita
fluorescence. Jedna se o 3D diagramy, kde se na ose y nachazi excita¢ni spektrum, na ose x

emisni spektrum a barva urcitého pole v diagramu urcuje intenzitu fluorescence.

Vzorek kurkuminu byl rozpustén v ethanolu a v chloroformu. Poté byl umistén do kyvety, kterd
se vlozila do pfistroje Fluorolog. Intenzita zafeni musela byt nejprve nastavena tak, aby nedoslo
k poskozeni detektoru. Az poté mohlo byt métfeno excitaéné-emisni spektrum.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Termogravimetricka analyza
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Obrazek 9: Graf pribéhu termogravimetrické analyzy nativniho hyaluronanu sodného
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Obrazek 10: Graf pritbehu termogravimetrické analyzy pro naprotonovanou kyselinu hyaluronovou



Na obrazku 9 a obrazku 10 se nachazi graf pribéhu termogravimetrické analyzy vzorki. Jedna
se 0 zavislost procentualni hmotnosti vzorku, respektive derivace hmotnosti na teploté. Cerna
kiivka ukazuje ibytek procentualni hmotnosti vzorku v zavislosti na teploté. Cervena kfivka
derivaci hmotnosti, tedy ¢im vice hmotnosti pfi dané teploté¢ ubude, tim vys$si bude maximum
cervené kiivky. V pripad¢ prvotniho ubytku hmotnosti se jedna o adsorbovanou vlhkost na
vzorku, kde je rozdil hmotnosti oznacen Sipkou. U vzorku hyaluronanu sodného tedy 14,52 %
jeho hmotnosti tvofila voda a v pfipadé€ pfipravené kyseliny hyaluronové to bylo jen 11,3 %.
Hyaluronan sodny dokaze totiz vzhledem k jeho zaporné nabité karboxylové skupiné G¢inné
pritahovat vodu ze svého okoli. V ptipadé kyseliny hyaluronové neni karboxylové skupina
nabitd, a tedy kyselina hyaluronova nevlhne do takové miry. Naprotonovand karboxylova
skupina navic vytvari intermolekuldrni a intramolekuldrni vodikové vazby ke stabilizaci
molekuly. Pfesto vice nez jednu desetinu z hmotnosti kyseliny hyaluronové tvoii voda. Vzorky
totiz maji tendenci na sebe adsorbovat vlhkost do urcité termodynamické rovnovahy.

V oblasti termické degradace (200-500 °C) je termicka stabilita obou vzorkli velmi podobna.
Hlavni maximum degradace pfi teploté okolo 215 °C odpovida degradaci etherovych vazeb
a hydroxylovych skupin primarniho alkoholu v hyaluronanu. Pfi porovnani vykazuje
hyaluronan sodny vyssi teplotni stabilitu nez naprotonovana kyselina hyaluronova. U vzorku
hyaluronanu sodného (obrazek 9) je jesté mozné si povSimnout pomérné nevyrazného maxima
pii teploté¢ okolo 340 °C. Toto maximum miiZze odpovidat vicekrokové degradaci celého
polysacharidového fetézce.

5.2 Lyofilizace

Po lyofilizaci roztokl byly obdrzeny vzorky v pevném skupenstvi, na kterych bylo mozné okem
pozorovat, ze nastaly urcité zmény ve struktufe.
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Obrazek 11: Nativni hyaluronan sodny
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Obrdazek 12: Naprotonovand kyselina hyluronova po lyofilizaci

Pfi porovnani obrazki lze spatfit zna¢ny rozdil ve struktufe nativniho hyaluronanu sodného
(obrazek 11) a naprotonované kyseliny hyaluronové (obrazek 12). Zatimco nativni hyaluronan
sodny je spiSe jemny prasek sypkého charakteru, naprotonovana kyselina hyaluronova ma
pomérné kontinualni strukturu a na pohled i pohmat je velmi podobna baving.

]

Obrdazek 13: Produkt konjugace kurkuminu na hyaluronan po lyofilizaci

Na obrazku 13 se nachazi lyofilizovany produkt konjugace kurkuminu na hyaluronan. Pfi
srovnani se samotnou kyselinou hyaluronovou (obrazek 12) je struktura produktu také podobna
baving, avsak oproti samotné kyseliné hyaluronové ma produkt navic zlutou barvu, coz mize
sveédcit o uspeésné inkorporaci kurkuminu.
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5.3 Srovnani rozpustnosti produktu a nativniho kurkuminu ve vodé

Na zékladé literarni reSerSe bylo zjisténo, ze by mél byt produkt dobte rozpustny ve vode¢ [38].
Proto byl proveden experiment, ve kterém byla srovnana rozpustnost pfipraveného produktu
a nativniho kurkuminu ve vode¢.

Obrazek 14.: Nativni kurkumin ve vodé (vlevo) a produkt konjugace ve vodé (vpravo)

Na obrazku 14 se nachazi srovnani rozpustnosti nativniho kurkuminu ve vod¢ a produktu
konjugace kurkuminu na hyaluronan ve vodé. Na levé strané obrazku lze spatfit, Ze nativni
kurkumin ve vod¢ neni rozpustny a hromadi se na hladiné vody nebo sedimentuje na dno
nadoby. Obsah vialky na pravé strané obrazku je patné ¢iry a lze tedy predpokladat, Ze je
produkt ve vod¢ rozpustny. Vysledek nasvédCuje tvorbé vazby mezi hyaluronanem
a kurkuminem. Pokud by totiZ §lo o jejich pouhou smés, kyselina hyaluronova by se ve vodé
rozpustila, avSak castice kurkuminu by ve vodé zlistaly patrné.
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5.4 FTIR-ATR spektrometrie
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Obrdazek 15: Infracervené absorpcni spektrum nativniho hylauronanu sodného
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Obrazek 16. Infracervené absorpcni spektrum naprotonované kyseliny hyaluronové
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Na obréazku 15 a obrazku 16 jsou uvedena infra¢ervena spektra vzorkl nativni a naprotonované
kyseliny hyaluronové. V infracervenych spektrech lze zpozorovat intenzivni a Siroky absorpéni
pas pi 3341-3276 cm, ktery odpovidd valenéni symetrické vibraci O-H vazeb
v hydroxylovych skupinach, pfesnéji primarnim alkoholim, molekulam sorbované vody
a v neposledni fad¢ i -OH skupindm naprotonovanych -COOH skupin. Ve spektru si lze také
vS§imnout, Ze naprotonovana kyselina hyaluronova ma toto absorpéni maximum posunuto do
oblasti vysSich vInocti (modry posuv), coz odpovidd vyS§Simu poctu intramolekularnich
a intermolekularnich  vodikovych vazeb v fetézci tohoto polysacharidu. Struktura
naprotonované kyseliny hyaluronové je tedy vice stabilizovana témito slabymi vazebnymi
interakcemi. Absorpce hydroxylovych funkénich skupin se projevuje i v oblasti vinocti
1640 cm™'.

Ve spektru nativni kyseliny hyaluronové je mozné zaznamenat ostry a intenzivni absorp¢ni pas
pii 1606 cm™, ktery odpovida valenéni symetrické vibraci C=0 vazeb v COO" skupinach. Hned
vedle se nachazi absorp¢ni pas, ktery odpovida valenéni a deformacni vibraci C-N a N-H vazeb
v sekunddrnim amidu.

Absorpéni pas pii 2893 cm’! odpovidd valenéni asymetrické vibraci C-H vazeb
v methylenovych funkénich skupinach. Ostatni vibracni mody alifatickych funkénich skupin
jsou piekryty absorpénimi pasy, které odpovidaji naptiklad karboxylovym funkénim skupinam
a etherovym (glykosidickym) vazbam.

V infradervenych spektrech je také viditelny ostry absorpéni pas pii 1151 cm!, ktery odpovida
valen¢ni asymetrické vibraci C-O-C vazeb v glykosidickych vazbach hyaluronanu. Symetricka
vibrace této vazby (funkcni skupiny) se v pfipadé tohoto polysacharidu projevuje jako méné
vyrazné rameno v oblasti vino¢td 1075 cm™.

Uspésnost transformace sodné soli kyseliny hyaluronové na jeji kyselou formu byla potvrzena
absorpénimi pasy, a to konkrétn& v pozicich vinoéti 1731 cm™!, 1410 cm™ a 1316 cm!. Prvni
absorpcni pas odpovida valencni symetrické vibraci C=0O vazeb v karboxylovych funkénich
skupinach vazanych na alifatickych fetézcich polysacharidu. Druhy v potfadi odpovida valen¢ni
asymetrické vibraci COO™ funk¢nich skupin. Pfi srovnani obou spekter si lze povSimnout, Ze se
intenzita tohoto absorp¢éniho pasu po protonaci hyaluronanu snizuje. Naproti tomu se zvySuje
intenzita tfettho zminéného absorpéniho pésu, ktery odpovidd deformacni vibraci O-H vazeb
v karboxylovych funkénich skupinach.

Nejintenzivn&jsim absorp&nim pasem je v pripadé tohoto polysacharidu pas pii 1025 cm™!, ktery
odpovida valen¢ni symetrické vibraci C-O vazeb v primarnich alkoholech.
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Obrazek 17: Infracervené absorpcni spektrum konjugatu hyaluronanu a kurkuminu

5.4.1 Dekonvoluce piki kyseliny hyaluronové a konjugatu

Pfi pohledu na infradervené spektrum vzorku nosicového systému (obrazek 17), a hledani
syntetizované vazby mezi kurkuminem a kyselinou hyaluronovou, je potvrzeni vzniku této
kovalentni vazby velmi komplikované. Valen¢ni a deformacni vibrace esterovych vazeb se totiz
nachazeji v oblastech vInoCtl, které odpovidaji vibracim funkénich skupin ¢i strukturnich
motivi karboxylovych a etherovych funkénich skupin.

Proto byla pouzita metoda dekonvoluce absorpéniho pasu v oblasti vino¢tl odpovidajiciho
valen¢ni symetrické vibraci karbonylu v riiznych funkénich skupinach. Dekonvoluce tohoto
absorpcnich pasu vzorku naprotonované kyseliny hyaluronové a nosi¢ového systému byla
provedena v programu Origin.
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Obrazek 18: Dekonvoluce absorpcniho pasu naprotonované kyseliny hyaluronové
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Tabulka 1: Plochy pod kifivkou odpovidajici funkcnim skupinam

vzorek vlnoget piku (cm™)  funkéni skupina  plocha (%) celkové plocha (%)
1689 0,3
1694 1,6
kyselina 1701 karboxylova 5,8 71,5
, 1711 29,3
hyaluronova 1794 345
gg; esterova 216”69 28,5
nosicovy 1726 karboxylova 37,2 37,2
systém 1737 esterova 22,2 62,8
1748 40,6 ’

V tabulce 1 jsou uvedeny jednotlivé dekonvoluované plochy pod kiivkou, které odpovidaji
funkénim skupinam ve vzorcich.

Pti souctu ploch dekonvoluovanych piki kyseliny hyaluronové (obrazek 18), které odpovidaji
valen¢ni symetrické vibraci C=0O vazeb v naprotonovanych karboxylovych skupinach je
obdrzena celkova plocha 71,5 %. Naproti tomu, soucet ploch dekonvoluovanych absorpénich
past nosi¢ového systému (obrazek 19), které odpovidaji rovnéz valencni symetrické vibraci
C=0 vazeb, avsak vzniklé esterové vazbe¢, odpovida celkové plose 62,8 %. Zbyly absorpéni pas
pii 1726 cm™ odpovida pravé karboxylovym funké&nim skupinam, kde nebyla kovalentni vazba
syntetizovana. Jednim z divodi miize byt i to, Ze tyto nevyuzité karboxylové funkéni skupiny
nebyly naprotonovany.

5.5 UV/Vis spektrometrie
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Obrdazek 20: Absorpcni spektrum konjugadtu kurkuminu a hyaluronanu ve vodé
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Na obrazku 20 se nachézi absorp¢ni spektrum konjugéatu kurkuminu a hyaluronanu ve vodném
prostfedi. Kurkumin by m¢l mit absorpéni maximum pii 427 nm a rameno pti 360 nm [45]. Pti
pohledu na absorpcni spektrum konjugétu lze tyto predpoklady potvrdit a fici, ze mezi
kurkuminem a hyaluronanem vznikla vazba. Pfi absenci vazby by totiz v pritbé¢hu purifikace
(dialyzy) produktu kurkumin prosSel pfes pory dialyzacni membrany, coz by ve vysledném
produktu znamenalo absenci absorbance kurkuminu.

5.6 Excita¢né-emisni spektra
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Obrazek 21: Excitacné-emisni spektrum kurkuminu v ethanolu

: . I (CPS/uA)
450 . NN 8,9x10°

7,5x10°
6,0x10°
4,5x10°
400 & 3,0x10°

1,5x10°

0,0

excitaéni vinova délka (nm)

300
450 500 550 600 650

emisni vinova délka (nm)

Obrdazek 22: Excitacné-emisni spektrum kurkuminu v chloroformu
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Na obrazku 21 se nachazi excitaéné-emisni spektrum kurkuminu v ethanolu a na obrazku 22
excitacné-emisni spektrum kurkuminu v chloroformu. Z obrazkl je patrné, ze maximum
excitacni vinové délky kurkuminu je v obou rozpoustédlech velmi podobné, tedy okolo 425 nm.
Maximum emisni vinové délky se vSak znaéné 1isi. Konkrétné€ v ethanolu (obrazek 21) je
maximum emisni vinové délky zhruba 540 nm. V chloroformu je vSak maximum kolem
480 nm. V literatufe jsou uvedena maxima excitacnich spekter kurkuminu v ethanolu pfi
425 nm a maxima emisnich spekter pti 525 nm [45]. Pro kurkumin v chloroformu je uvedeno
maximum excitacniho spektra pii 420 nm a maximum emisniho spektra pii 482 nm [46].
Hodnoty uvedené v literatuie se pomérné shoduji s obdrzenymi vysledky az na emisni
maximum ethanolu, které je v literatufe uvedeno mirné niz§i. Rozdilné maximum emisni
vlnové délky kurkuminu v ethanolu a chloroformu muze najit vysvétleni v charakteru
rozpoustédel. Ethanol je polarn€jsi rozpoustédlo, a lze tedy predpokladat, ze k nému ma
kurkumin mens$i afinitu. Proto Céast excitacni energie miZze byt disipovdna samotnym
kurkuminem na polarni prostfedi. To by vysvétlovalo vy$si emisni vinovou délku, a tedy mensi
energii emitovaného zafeni. Chloroform je naopak znaéné¢ méné polarni. Proto ma k nému
kurkumin vy$3i afinitu a emitované zafeni ma tedy vyssi energii. S niz$i polaritou rozpoustédla
by tedy méla emitovand vinova délka kurkuminu vykazovat klesajici trend.

Spektra vzorkl byla po méteni doplitkove upravena v programu Origin. Intenzita fluorescence
tak byla zvyraznéna, jednotlivé intenzity byly ohraniceny a alespoii ¢astecné byl eliminovan
Ramantv rozptyl vody v ptipadé pouziti ethanolu a Rayleighiiv rozptyl, které jsou v rozich
diagramii stale mirn¢ patrné.

Excitacné-emisni spektrum konjugatu kurkuminu a hyaluronanu ve vodé se z technickych
davodi nepodatilo zméfit.
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6 ZAVER

Tato bakalaiska prace méla za cil pfipravit nosiCovy systém vyuzivajici kovalentni vazby mezi
kurkuminem a hyaluronanem. Uspé&$nost tvorby vazby byla zkoumana infradervenou
spektrometrii s Fourierovou transformaci na ATR krystalu a UV/Vis spektrometrii.
Hygroskopické vlastnosti hyaluronanu sodného a kyseliny hyaluronové byly charakterizovany

pomoci termogravimetrické analyzy. Vlastnosti kurkuminu v prostiedi s riznou polaritou byly
zkoumany na excitacné-emisnich spektrech, ktera byla ziskdna fluorescenénim spektrometrem.

Nativni hyaluronan sodny o molekulové hmotnosti 8—15 kDa byl nejprve transformovan na
kyselou formu, kyselinu hyaluronovou. Usp&§na protonace sodné soli kyseliny hyaluronové
byla potvrzena absorp&nimi pasy v pozicich vlnoétti 1731 cm™, 1410 cm™ a 1316 em™| pficemz
1316 cm™! intenzitu vys$$i. Nativni hyaluronan sodny a pfipravena kyselina hyaluronové byly
nasledné podrobeny termogravimetrické analyze, ktera ukéazala, Ze nativni hyaluronan sodny
ma diky ¢etnym nabitym skupinam tendenci vazat na sebe vice vody nez hyaluronan v kyselé
podobé, jehoz naprotonovand karboxylova skupina navic vytvafi intermolekularni
a intramolekularni vodikové vazby mezi fetézci tohoto polysacharidu. Tvorba kovalentni vazby
mezi kurkuminem a hyaluronanem byla provedena za pomoci katalyzatori DCC a HOBt ve
smési voda a dimethylsulfoxid v poméru 1:1. Po syntéze nasledovala dialyza k odstranéni
rezidui a lyofilizace k obdrzeni produktu v suché formé.

Lyofilizaci byla ziskdna naZloutld latka podobajici se bavinég, kterd byla nésledné zkoumana
infracervenou spektrometrii na ATR krystalu. Z diivodu piekryti absorpcniho péasu esterové
vazby vibracemi karboxylovych a etherovych funk¢nich skupin bylo potvrzeni vzniku
kovalentni vazby velmi komplikované. Proto byla pouzita metoda dekonvoluce absorpéniho
pasu, kterd pas rozlozila na tfi mensi. Pasy v oblastech vinoétu 1737 cm™! a 1748 cm’!
odpovidaji vibraci C=0 vazeb v esterové funkéni skuping. Pas v oblasti 1726 cm™ odpovida
vibraci C=0 vazby v karboxylové skuping, kde nebyla esterova vazba syntetizovana. Celkova
plocha pasti odpovidajicich esterovym vazbam byla 62,8 % a tedy na vice nez poloviné
karboxylovych skupin byla vytvofena esterova vazba na kurkumin. Pfi umisténi do vodného
prostiedi byl konjugét kurkuminu a hyaluronanu po chvili rozpustén, ¢imz byly potvrzeny
literarni predpoklady o zlepSeni rozpustnosti kurkuminu. UV/Vis spektrometrie ukazala, Ze
produkt absorbuje zateni pfi stejnych vinovych délkach jako kurkumin, a tedy vazba mezi
kurkuminem a hyaluronanem byla verifikovana. V pfipadé neexistence vazby by totiz
v prubéhu dialyzy kurkumin prosel skrze dialyzacni membranu a vysledny produkt by nemohl
absorbovat zafeni pii stejné vlnové délce. Jen doplikovym méfenim se stalo méfeni
fluorescence kurkuminu, ze kterého byly obdrZzeny excitaéné-emisni spektra. Kurkumin
v ethanolu byl excitovan podobnou vinovou délkou jako kurkumin v chloroformu, avsak
emitoval zafeni o vys$Si vlnové délce nez kurkumin v chloroformu. Toto zjiSténi souvisi
s polarnim charakterem prostiedi, ktery disipuje energii emitovaného zafeni a do jisté miry
zhasi fluorescenci. Z technickych divodii nebylo mozné provést métfeni excitacné-emisnich
spekter konjugéatu ve vodném prostiedi, ktera by této praci ptinesla dalsi poznatky k charakteru
ptipraveného konjugéitu kurkuminu a hyaluronanu.
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