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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit nosicové systémy léCiv na béazi dextranu
a hydrofobniho 1é¢iva pomoci programové fizené lyofilizace ke zptistupnéni hydrofobnich
domén. Lyofilizace byla zvolena jako vhodné technologie umoziujici vytvoteni hydrofobniho
efektu mezi jednotlivymi fetézci polysacharidu. Pti ptipravé byly vyuzity dvé molekulové
hmotnosti dextranu a terc-butylalkohol jako ko-rozpoustédlo, které napomaha inkorporaci
hydrofobniho kurkuminu do polymerni sité. Pro sledovani zmén ve struktufe polymeru
a morfologii vzniklych systéma byly pouzity infraCervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci a skenovaci elektronova mikroskopie. 3D fluorescencni spektroskopie byla
vyuzita jako metoda pro sledovani chovani kurkuminu v riznych rozpoustédlech. ATR-FTIR
spektroskopie detekovala posuny absorpénich past indikujici vétSi uspofadani polymeru,
coz souvisi s projevem hydrofobniho efektu. SEM analyza ukézala, Ze vzorky zmrazené
kapalnym dusikem tvofi jemné porézni vlaknité struktury, které mohou zlepsit schopnost
nosice vazat hydrofobni latky. Fluorescen¢ni analyza potvrdila, Ze chovani kurkuminu je silné
zavislé na polarité prostiedi. Na zavér byla provedena kvantifikace kurkuminu a residuélniho
ko-rozpoustédla pomoci HPLC a plynové chromatografiec. Pomoci HPLC byla potvrzena
ptitomnost kurkuminu v ptipravenych systémech. HPLC a plynova chromatografie potvrdily
pouze stopové mnozstvi terc-butylalkoholu ve vyslednych systémech, a tedy je vyuziti terc-
butylalkoholu coby ko-rozpoustédla bezpecné pro ptipadnou ptipravu nosicovych systému.
Tato diplomovéa prace ukéazala, Ze nosiCovy systém na bazi nativniho dextranu pfipraveny
pomoci lyofilizace je vhodnym materidlem pro inkorporaci hydrofobnich molekul. Tato prace
muze prispét k vyvoji ucinnych a biokompatibilnich nosi¢ovych systémi, na bazi
polysacharidu, pro hydrofobni 1éCiva.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to develop drug carrier systems based on dextran and a hydrophobic
active compound using program-controlled lyophilization in order to create accessible
hydrophobic domains. Lyophilization was selected as a suitable technique enabling the
formation of hydrophobic interactions between individual polysaccharide chains. Two
molecular weights of dextran and tert-butyl alcohol as a co-solvent, facilitating the
incorporation of hydrophobic curcumin into the polymer network, were used during the
preparation. To monitor structural changes in the polymer and the morphology of the resulting
systems, Fourier-transform infrared spectroscopy and scanning electron microscopy were used.
3D fluorescence spectroscopy served as a method to evaluate the behavior of curcumin in
various solvents. ATR-FTIR spectroscopy detected shifts in absorption bands indicating
increased polymer organization, which is associated with the expression of the hydrophobic
effect. SEM analysis revealed that samples frozen with liquid nitrogen formed fine porous
fibrous structures that may enhance the carrier's ability to bind hydrophobic compounds.
Fluorescence analysis confirmed that the behavior of curcumin is strongly dependent on the
polarity of the surrounding environment. Finally, the quantification of curcumin and residual
co-solvent was performed using HPLC and gas chromatography. HPLC analysis confirmed the
presence of curcumin in the prepared systems. Both HPLC and GC detected only trace amounts
of tert-butyl alcohol in the final products, indicating that the use of this co-solvent is safe for
potential carrier system development. This study demonstrated that a native dextran-based
carrier systems prepared by lyophilization represent is a suitable material for the incorporation
of hydrophobic molecules. This work may contribute to the development of effective and
biocompatible polysaccharide-based drug delivery systems.

KEYWORDS
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1 UVOD

Nosi¢ové systémy 1éCiv na bazi biopolymert se v poslednich letech staly predmétem
intenzivniho vyzkumu diky jejich potencialu zlepsit ucinnost 1é¢iv. Polysacharidy mohou byt
vhodnou skupinou materialti pro vytvofeni nosi¢ovych systému diky jejich biokompatibilité,
biodegradabilité a moznosti modifikace pro cilené dorucovani 1é¢iv. Nosi¢ové systémy na bazi
polysacharidu mohou zvysit stabilitu 1éCiva, prodlouzit jeho biologickou dostupnost a snizit
nezadouci vedlejsi uéinky [1], [2].

Dextran mé pfiznivé vlastnosti pro to, aby slouzil jako nosi¢ovy systém pro hydrofobni
lé¢iva. Diky jeho  struktufe tvofené D-gluk6zovymi  jednotkami  spojenymi
a(1,6)-glykosidickymi vazbami a s a(1,2), a(1,3) a a(1,4) vétvenim ma dextran vlastnosti, diky
kterym mutize mit Siroké vyuziti ve farmacii a biomedicin€. Mezi jeho piiznivé vlastnosti patfi:
vysoka rozpustnost ve vod¢, nizkd antigenicita, biologickd kompatibilita a tepelna stabilita.
Dextran mize byt také syntetizovan v Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti, coz zvySuje
jeho moznosti vyuziti. Struktura dextranu tvoii hydrofobni a hydrofilni ¢ast a ve vodném
roztoku tak dokaze enkapsulovat hydrofobni latky, které jsou pak chranény pied rozpusténim
do okolniho prostiedi. Lé¢ivo je timto zplsobem chranéno a je transportovano nosicovym
systémem K mistu Gc¢inku [3].

Kurkumin, pfirodni polyfenol extrahovany z kurkumy, je zndmy pro své antioxidacni,
protizanétlivé a protinddorové uCinky. Jeho vyuZiti v medicin€ je vSak omezeno jeho
hydrofobni povahou a nizkou biologickou dostupnosti. Za ucelem zlepsSeni jeho stability
a zvyseni ucinnosti pii aplikaci v organismu je tfeba najit vhodné nosicové systémy, které
by umoznily efektivni dodani kurkuminu na misto ucinku [4], [5], [6].

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit nosiCovy systém na bdzi nativniho dextranu
vhodny pro inkorporaci hydrofobniho lé¢iva kurkuminu. Systém byl pfipraven metodou
lyofilizace s cilem zptistupnit hydrofobni domény dextranu a dosahnout tak enkapsulace
kurkuminu. Struktura vysledného nosice a G¢innost navazani 1é¢iva byla analyzovana pomoci
Fourierovy transformované infracervené spektroskopie a skenovaci elektronové mikroskopie.
Fluorescen¢ni vlastnosti kurkuminu v riznych rozpoustédlech byly sledovany pomoci
fluorescen¢ni spektrometrie. Tyto metody umoznily potvrdit interakce mezi dextranem
a kurkuminem. Dale byla provedena kvantifikace zbytkového ko-rozpoustédla v systému
pomoci kapalinové a plynové chromatografie.

Vysledky této prace mohou pfispét k rozvoji novych strategii v oblasti nosi¢ovych systému
na bazi polysacharidu pro hydrofobni 1é¢iva, jako je kurkumin, a otevtit nové moznosti v oblasti
jejich vyuziti.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Dextran

Dextran je biodegradabilni polysacharid syntetizovany enzymatickou aktivitou
dextransacharazy, ktera vyuziva sacharozu jako jediny zdroj uhliku. Je produkovan fadou
mléénych bakterii, konkrétné¢ rodi Oenococcus, Lactobacillus, Weisella, Pediococcus,
Streptococcus, Acetobacter a Leuconostoc [7], [8], [9]. Dextran je komplexni rozvétveny
glukan, skladajici se z D-glukézovych monomernich jednotek spojenych predevsim
a(1,6) glykosidickymi vazbami, pfi¢emz boc¢ni fetézce jsou Casto piipojeny o(1,3) vazbami
a méné Casto a(1,2) nebo a(1,4) vazbami. Finalni strukturni charakteristiky dextranu jsou silné
ovlivnény pii biotechnologické vyrobé typem mikroorganismu, slozenim kultivaéniho média,
fermenta¢nimi podminkami a specificitou produkované dextransacharazy [3].

Obr. 1: Struktura dextranu [10].

2.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti dextranu

Dextran je biologicky degradovatelny exopolysacharid, jehoZ struktura je tvofena pievazné
D-glukézovymi jednotkami spojenymi o(1,6)-glykosidickymi vazbami, pficemz se mohou
vyskytovat i vétveni typu o(1,2), o(1,3) a a(1,4). Tato struktura mu dava fadu ptiznivych
fyzikalné-chemickych vlastnosti, které umoziuji jeho Siroké vyuziti ve farmacii a biomedicing.
Mezi nejvyznamnéjsi patii jeho vysoka rozpustnost ve vodé, nizka antigenicita, biologicka
kompatibilita a tepelna stabilita. Dextran také muze byt syntetizovan v Sirokém rozmezi
molekulovych hmotnosti (obvykle od 20 do 2000 kDa) [3].

Zvlastni pozornost si zaslouzi dextran produkovany kmenem Leuconostoc mesenteroides,
ktery obsahuje pfiblizné 95 % a(1,6) vazeb. Tento typ dextranu je ¢asto pouzivan ve farmacii,
diky své nizké antigenicité a vysoké rozpustnosti ve vodném prostiedi. Kmen L. mesenteroides
produkuje dextran s primérnou molekulovou hmotnosti 1,4 MDa, ktery se dale vyznacuje
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vysokou absorp¢ni kapacitou pro vodu (361,8 %) a olej (212,0 %), dobrou emulgacni aktivitou
(58,3 %) a pseudoplastickym tokovym chovanim s jemnymi gelotvornymi vlastnostmi
[11], [12]. Tyto vlastnosti dextranu i jeho moznost chemické modifikace tvoti z dextranu idealni
polymer pro vyvoj nosi¢ovych systému 1éCiv S fizenym uvoliiovanim.

2.1.2 Biosyntéza

Biosyntéza dextranu je pfirozeny enzymaticky proces, pfi némz dochazi k polymerizaci
glukozovych jednotek prevazné pres a(1,6) glykosidické vazby, s vedlej$imi fetézci tvofenymi
vazbami o(1,2), o(1,3) nebo o(1,4). Klicovym katalyzatorem tohoto procesu je enzym
dextransacharaza. Tento enzym je extracelularn¢ produkovan nékterymi bakteriemi mlééného
kvaSeni, napf. Leuconostoc, Weissella, Lactobacillus. Ruzné bakterie mlécného kvaSeni
vykazuji rozdilnou substratovou specificitu a tvoti rozdilné struktury dextranu [13], [14].

Dextransacharaza vyuziva sachar6zu jako substrat, odstépuje z ni fruktézu a pfipojuje
glukézovou jednotku k rostoucimu polysacharidovému ftetézci. Tato polymerace probiha
na redukujicim konci dextranu. Enzym vykazuje vysokou procesivitu, coz znamena, ze vice
glukézovych jednotek je postupné piipojovano k jednomu fetézci bez jeho uvolnéni z aktivniho
mista enzymu. Tato vlastnost hraje zasadni roli pfi fizeni molekulové hmotnosti dextranu, ¢im
niz8$i je koncentrace dextransacharazy, tim del$i polymerni fetézce vznikaji, protoze je k
dispozici mén¢ aktivnich mist a polymerace probiha na mensim poctu rostoucich fetézct [15],
[16], [17].

Na vyslednou molekulovou hmotnost a strukturu dextranu ma dale vliv koncentrace
sachardzy — vyssi koncentrace vede k vyssi molekulové hmotnosti vysledného produktu. Dale
ma na strukturu dextranu vliv teplota reakce — zvySenim teploty z 20 °C na 30 °C se zvySuje
vytéznost i stfedni molekulova hmotnost dextranu. Také pFitomnost akceptorovych molekul
(napt. isomaltdéza nebo maltdza) ovliviiuje vyslednou strukturu dextranu. Akceptorové
molekuly mohou kompetitivné inhibovat polymeraci, nebo naopak ovlivnit vétveni vzniklého
polymeru [16], [18].

V experimentech s kmenem Leuconostoc mesenteroides bylo syntetizovano 33 variant
dextrani s molekulovymi hmotnostmi od cca 20 kDa do 1,6 MDa. Pfi téchto experimentech
bylo prokazano, Ze fizenim koncentrace enzymu, sachardzy a teploty lze efektivné ovlivnit
molekulovou hmotnost vysledného polysacharidu [16].

Kromé klasické polymerace dextranu dochazi i k transglykosylaénim reakcim, kdy enzym
prenasi glukézové jednotky na jiné sacharidy ¢i dextranové fetézce. Tyto akceptorové reakce
umoziuji vznik specifickych vétvenych struktur, coz ma vyznam zejména pii navrhovani
novych funkcionalizovanych dextranti napt. pro farmaceutické vyuziti [15].
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2.1.3 Degradace

Dextran vykazuje vysokou stabilitu vici béznym fyzikalné-chemickym podminkam. Piesto
muze podléhat riznym degrada¢nim mechanismiim, a to jak chemickym, tak enzymatickym.
Znalosti mechanismu degradace dextranu jsou zasadni pro jeho u¢inné vyuziti v nosi¢ovych
systémech 1é¢iv, zejména z hlediska stability, fizeného uvoliiovani a bezpecnosti. K rozkladu
tohoto polysacharidu miize dochézet jak béhem fermentace, kde je konzumovan
mikroorganismy, tak i enzymaticky ¢i chemicky v technologickych procesech. Dextran muze
byt hydrolyzovan na fragmenty s niz§i molekulovou hmotnosti, které nachazeji specifické
vyuziti ve farmacii a biotechnologiich [9], [12].

2.1.3.1 Chemicka degradace

Chemicka degradace je popsana jako rychly proces, ktery vSak vyzaduje pouziti silnych kyselin,
zasad, nebo oxidacnich ¢inidel, a to Casto za vysoké teploty. Tento postup vede k rozstépeni
polysacharidového fetézce na oligomerni produkty, pficemz hlavni mechanismus zahrnuje
hydrolyzu glykosidickych vazeb za puisobeni silné kyseliny a vysoké teploty. Vysledkem
je poté smés oligosacharidu rizné délky, které mohou nasledné byt charakterizovany pomoci
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Vyhodou chemické degradace
je moznost snizovat molekulové hmotnosti u struktur, které jsou rezistentni vici enzymim
(napt. dextran s a(1,3) a a(1,6) vazbami) [19], [20].

2.1.3.2 Enzymatickd degradace

V lidském téle mize byt dextran degradovan celou fadou mikroorganismt, zejména stievnimi
bakteriemi, jako jsou Bacteroides spp. nebo Veillonella rogosae, které produkuji
dextranolytické enzymy rozkladajici vysokomolekuldrni dextran na kratsi oligosacharidy nebo
dokonce na nizkomolekularni slou¢eniny isomaltooligosacharidy, které nasledné slouzi jako
substrat pro fermentacni procesy. Vysledkem fermentace mohou byt kratkofetézcové mastné
kyseliny, jako acetat, propionat a butyrat, které maji prokazany prebioticky G¢inek [20], [21].

Enzymatickd degradace dextranu je fizeny, Setrny a ekologicky proces, ktery se lisi
od chemickych metod, a je pouzivany zejména tehdy, je-li pozadovano zachovani biologicky
aktivnich produktii. Zasadni roli v degradaci dextranu hraji enzymy zvané dextranazy. Tyto
enzymy hydrolyticky $tépi predev$im a(1,6) vazby v hlavnim fetézci dextranu. Na zéakladé
mechanismu ucinku je Ize rozdélit na exo-dextranézy, které piisobi na koncové vazby a uvoliuji
glukézu, nebo endo-dextranazy, které §tépi vnitini vazby a vedou k rychlému rozpadu
polysacharidu na smés kratsich fragmentt [22].

Diky témto vlastnostem jsou dextrandzy Siroce vyuzivany v technologické praxi napft. pro
zpracovani cukrové titiny a fepy, kde rozkladaji nezddouci dextran vznikajici mikrobidlni
kontaminaci, nebo na vyrobu funk¢nich oligosacharidi v potravinafstvi, ¢i pro 1é¢ebné
ucely [22]. Specifickou oblasti vyzkumu je degradace vétvenych dextrant, které obsahuji
a(l,2) a a(1,3) glykosidické vétve. Tyto struktury jsou odolné vici bézné enzymatické
hydrolyze, a jejich St€peni vyZaduje specializované enzymy. Neékteré bakterie sttevniho
mikrobiomu, jako napiiklad Bifidobacterium nebo Bacteroides spp., dokazou tyto vétvené
dextrany fermentovat na kratkofetézcové mastné kyseliny [20].
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2.1.3.3 Alternativni p¥istupy

Kromé¢ enzymatickych a chemickych mechanism byly popsany i alternativni pfistupy
k degradaci dextranu, zejména ultrazvukova degradace. Ultrazvukové viny pulsobi
prostiednictvim kavitacnich jevi, které vytvareji lokaln€ vysoké teploty a tlak, ¢imz dochazi ke
Stépeni glykosidickych vazeb. Studie ukazaly, ze sonikace je ucinna pro snizovani molekulové
hmotnosti i1 viskozity dextranu, pficemz nejucinngj$i byla kombinace vysoké intenzity
(672 W/cm?), dlouhého ¢asu oSetieni (120 minut) a nizké koncentrace roztoku (3 % w/v). Tento
pristup umoziuje presné fizenou degradaci bez nutnosti chemickych ¢inidel. Ultrazvukova
degradace se ukazuje jako vhodna alternativa tam, kde jsou enzymatické nebo chemické
metody neefektivni nebo nevhodné. Napiiklad u dextranu, ktery obsahuje stiidavé
a(1,6) a a(1,3) vazby a enzymy a bézné hydrolazy tak nejsou schopny efektivné §tépit tento
polymer. Navic chemické metody vyzaduji agresivni podminky a mohou vést ke ztraté
biologické aktivity molekul [23].

2.1.4 Biotechnologické metody vyroby dextranu

V ptirodé dextran syntetizuji bakterie mlééného kvaSeni, zejména z rodt Leuconostoc,
Weissella, Lactobacillus a Streptococcus. Nejvyznamnéj§im producentem pro pramyslové
vyuziti je kmen Leuconostoc mesenteroides, ktery je povazovan za bezpe¢ny a stabilni pro
biotechnologické aplikace. KlicCovym enzymem pii jeho syntéze je dextransacharaza, ktera
vyuziva sachar6zu jako substrat. [3], [11], [17].

Produkce dextranu probiha pfedev§im fermentaéni metodou. Fermentace probiha v médiu
obsahujicim sachar6zu jako hlavni zdroj uhliku. Bakterialni enzym dextransacharaza
lokalizovany extracelularng, hydrolyzuje sacharézu na fruktézu a glukézu. Glukoza je dale
polymerizovana na dextran, zatimco fruktéza je metabolizovana intracelularné napf. na
D-laktat. Tento proces probiha za kontrolovanych podminek (20-30 °C, pH 6-7 a piivod
kysliku), pficemz vysledny dextran se hromadi v kultivatnim médiu jako viskdzni
extracelularni produkt. Pouzivané fermenta¢ni médium obsahuje krom¢ sachar6zy (10-20 %)
I kvasnicovy extrakt, maltdzu, kasein, pepton a trypton, pficemz obvykle se pfidavaji také nizké
koncentrace vapniku a fosfatl. Jako levna surovina pro produkci dextranu se ukazuje byt
vhodna melasa z cukrové titiny. Tato melasa vSak musi byt pfedupravena, a to tak, ze se z ni
odstrani inhibi¢ni 1atky. Fermenta¢ni produkce dextranu je citliva na rizné faktory, jako jsou
koncentrace cukrt, zdroje dusiku a fosfatd, velikost inokula, rychlost michani a pH média [3],
[11], [17]. Béhem fermentace pH klesa z neutralnich na kyselé hodnoty (~pH 5), coz mize
vyzadovat stabilizaci systému pomoci neiontovych detergent. Ptidavek iontii (napi. Ca?,
PO+") mlze stabilizovat aktivitu enzymu a ovlivnit strukturu vysledného polysacharidu.
Fermenta¢né produkovany dextran ma ¢asto vysokou molekulovou hmotnost (az > 1000 kDa),
a byva nasledné zpracovan pro ziskani pozadované molarni hmotnosti. Ve farmaceutickém
primyslu se nizkomolekularni dextran cCasto ziskavd z vysokomolekularniho nativniho
dextranu z Leuconostoc mesenteroides kyselou hydrolyzou (napf. kyselinou sirovou nebo
chlorovodikovou). Takova hydrolyza umoznuje kontrolu molekulovych hmotnosti vyslednych
dextrana [11], [17].

Krom¢ fermentacni cesty lze dextran produkovat i enzymaticky pomoci purifikovanych nebo
geneticky modifikovanych dextransacharaz. Gluk6zové jednotky jsou polymerizovany
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vinvitro systému, kde je enzym pfitomen bez bunék. Tato metoda nabizi vyhody, jako
je absence vedlejSich metabolitl, moznost pfesného ovlivnéni struktury produktu (vétveni,
molekulova hmotnost) a snizeni vyrobnich nakladti. Enzymaticka metoda dokonce umoznuje
ziskat zcela linearni dextrany. Nevyhodou byva vyssi cena enzymu a nutnost ¢istého substratu,
ale v laboratornim méfitku je metoda velmi ucinna [17].

Vysledna struktura a vlastnosti dextranu zavisi nejen na pouzitém kmenu, nebo enzymu,
ale i na podminkach fermentace. Vyssi teploty (nad 25 °C) vedou ke zvySenému vétveni,
zatimco nizsi teploty podporuji tvorbu dextrant s vyssi molekulovou hmotnosti. Koncentrace
sacharozy rovnéz ovliviiuje vytéznost a miru vétveni. Syntéza dextranu s vysokou ¢istotou
a presné definovanou strukturou je klicova zejména pro medicinské aplikace [17].

2.1.5 Vyuziti dextranu

Dextran je polysacharid, ktery nachdzi Siroké vyuziti nejen ve farmacii, ale také napiiklad
V potravinafstvi, kosmetice a laboratorni diagnostice. Prvni primyslové vyrabény dextran
pochazi z fermentace pomoci Leuconostoc mesenteroides a jeho uplatnéni se rychle rozsitilo
[24]. Vyznam dextranu spociva ptedevsim v jeho vyborné rozpustnosti, nizké viskozité i pii
vyssich koncentracich a kompatibilité s biologickym prostiedim [25].

Ve farmaceutickém pramyslu se dextran vyuziva v riznych formach a molekulovych
hmotnostech. Nachazi vyuziti jako inertni material formulovany s aktivni slozkou 1é¢iva pro
dlouhodobou stabilizaci 1é¢iva, ale také jako pomocné latka pro findlni formulaci klinickych
lé¢ivych piipravkd, pro zdravotnické prostfedky a pro vyrobu roztokl pouzivanych v injekcich.
Z divodu své chemické inertnosti se pouziva ke zvyseni hmotnosti pevnych 1ékovych forem,
kde uc¢inna latka tvofi jen maly podil celkové hmotnosti [26]. Vyznamné je také vyuziti
dextranu jako infuzni roztok, kde slouzi jako objemové expansivum pii ztraté krve v disledku
traumatu nebo chirurgického zakroku. Dextran se v mediciné dale pouziva jako osmotikum,
lubrikant krevni plazmy, antitrombotikum a plazmaticka nahrada [18].

Dextran nachdzi uplatnéni také jako zdkladni sloZzka systémil cileného podavani léciv,
zejména ve formé nanonosicl, mikrokulic¢ek, hydrogelii ¢i micel, které chrani uc¢innou latku
pfed enzymatickou, nebo chemickou degradaci a souc¢asné¢ umoziiuji jeji fizené uvoliovani
v misté G¢inku [27]. Byly vyvinuty napfiklad konjugaty inzulinu s dextranem pro oralni podant,
které zvySuji jeho stabilitu pfi prichodu gastrointestinalnim traktem [28]. Podobné byly
pfipraveny injekéné aplikovatelné hydrogely na bazi dextranu a stiibrnych nanocastic, které
vykazuji protinadorovou aktivitu po aktivaci bilym svétlem [29].

Diky své hydrofilni povaze a pfitomnosti funkénich hydroxylovych skupin lze dextran
snadno chemicky modifikovat, coz je vyhodné pfi konjugaci bioaktivnich molekul (enzymu,
protilatek, hormoni nebo Iéc¢iv) [30]. V oblasti nanomediciny se rovn€z vyuzivaji
superparamagnetické nanocastice oxidu zeleza potazené dextranem, které slouzi jako kontrastni
latky pro zobrazeni magnetickou rezonanci, nebo pro diagnostiku lymfatickych uzlin [31].

Dextran ma svlj vyznam i v potravinaiském pramyslu, kde se vyuziva jako zahust'ovadlo,
emulgator a gelujici ¢inidlo. Jeho pfitomnost pozitivné ovliviiuje texturu, viskozitu a stabilitu
potravinarskych produktt [17].

V analytické chemii je dextran vyuzivan jako matrice pro gelovou permeacni chromatografii.
Jeho polymery Ize snadno zesitovat a vytvaret tak porézni kulicky pro separaci biomolekul
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a farmaceutickych sloucenin [32]. Derivaty dextranu se také uplatituji v biosenzorech, kde tvofi
mezivrstvu minimalizujici nespecifickou adsorpci a zajistujici efektivni imobilizaci analyti
na ¢ipech [18].

2.2 Kurkumin

Kurkumin je pfirodni polyfenolicka sloucenina, ktera je hlavni bioaktivni slozkou extraktu
z oddenku kurkumy (Curcuma longa), rostliny patfici do Celedi Zingiberaceae. V tradi¢ni
indické a Cinské medicin€ je kurkuma vyuzivana po tisicileti, zeyména pii 1é€bé onemocnéni
spojenych se zanéty, travicim traktem a jaternimi funkcemi [4]. V moderni mediciné
je povazovan za ,zazraCnou“ latku diky svému Sirokému spektru biologickych

-----

antioxidacni a antikarcinogenni ucinky [4], [5], [6].

2.2.1 Chemicka struktura

Kurkumin, znamy také jako diferuloylmetan (1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-hepta-1,6-
dien-3,5-dion), je zodpovédny za charakteristickou oranzovozlutou barvu kurkumy.
Z chemického hlediska se jednd o symetrickou molekulu typu diarylheptanoid s molekulovym
vzorcem C21H200s a molarni hmotnosti 368,39 g-mol™t. Struktura kurkuminu zahrnuje dvé
aromaticka jadra substituovana methoxylovymi a hydroxylovymi skupinami, ktera jsou spojena
heptadienovym mustkem obsahujicim keto-enolovy systém. Kurkumin vykazuje tautomerii,
kdy v kyselém prostiedi prevlada keto forma a v zasaditém prostiedi enol forma [4], [5].

2.2.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Fyzikalné-chemické vlastnosti kurkuminu pfedstavuji zasadni limitaci jeho farmaceutického
vyuziti. Jde o silné hydrofobni latku s velmi nizkou rozpustnosti ve vodé, coZ negativné
ovlivituje jeho biologickou dostupnost pii peroralnim podani. Kromé toho je kurkumin
nestabilni v neutralnim a zasaditém prostfedi, kde snadno degraduje [33]. Je rovnéz nestabilni
v pritomnosti svétla a kysliku, coZ podporuje vznik degradacnich produktl s nizsi
bioaktivitou [6].
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HO OH
OCH OCH

3 3

Obr. 2: Chemicka struktura kurkuminu [5].
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2.2.3 Biologické tcinky a dostupnost

Biologické ucinky kurkuminu jsou predmétem intenzivniho vyzkumu. Kurkumin vykazuje
protizanétlivé, antioxidacni, antimikrobidlni, antivirové, hepatoprotektivni a antikarcinogenni
ucinky. Bylo prokazano, Ze ovliviiuje fadu bunécnych signalnich drah, inhibuje proliferaci
nadorovych bungk, indukuje apoptézu a brani angiogenezi i metastazovani [4], [34].
V preklinickych studiich byly zaznamenany jeho pozitivni ucinky v modelech ischemie,
diabetu, ulcerozni kolitidy a neurodegenerativnich onemocnéni, jako je naptiklad
Alzheimerova choroba [34]. Zaroven se vyznacuje nizkou toxicitou a dobrou snaSenlivosti,
coz jej Cini atraktivnim kandidatem pro dlouhodobé terapeutické pouziti [5], [33].

Navzdory témto pozitivnim vlastnostem je klinické vyuziti kurkuminu zdsadn€ omezeno jeho
nizkou oralni biologickou dostupnosti. Naptiklad po peroralnim podani davky 2 g/kg u potkant
byla zaznamenana maximaélni plazmaticka koncentrace pouze 1,35 pg-ml?, zatimco u lidi byla
po davce 3,6 g okolo 0,006 pg-ml~ [33]. Tato farmakokinetickd omezeni vedla k vyvoji celé
fady formulaci, které maji za cil zvySit stabilitu, rozpustnost a biologickou dostupnost
kurkuminu. [35], [36].

Mezi nejcastéji zkoumané nosi¢ové systémy pro kurkumin patfi nanocastice z PLGA
a PEG-PLGA, liposomy, nanoemulze, polymerni micely a cyklodextrinové inkluzni komplexy.
Tyto systémy nejenze zvysuji rozpustnost kurkuminu, ale rovnéz prodluzuji jeho biologicky
polocas a umoziluji jeho cilené uvoliiovani ve specifickém prostiedi, naptiklad v nddorech nebo
zanicenych tkanich [33], [37].

Kromé formulace do nosi¢ovych systémil je kurkumin také hojné vyuZivan jako ptirodni
barvivo a aditivum ve vyziv€. Diky své nizké toxicité je povazovan za bezpecny i pii vysSich
davkach. V tomto kontextu je dualezité upozornit, Ze navzdory rozsdhlému vyzkumu jeho
terapeutického potencialu nebyl kurkumin schvélen americkou agenturou FDA (Food and Drug
Administration) jako l1é¢ivo pro 1écbu rakoviny ¢i jiného onemocnéni. V soucasnosti je v USA
dostupny pouze jako doplné€k stravy, pficemz tato kategorie podléha odliSnému regula¢nimu
rezimu nez 1é¢iva [38]. Piestoze jeho ucinnost v klinickych studiich dosud nebyla jednoznaéné
potvrzena, vyvoj novych formulaci a technologii pfinasi nadéjné vysledky pro budouci
farmaceutické vyuziti této ptirodni latky [39].

2.3 Nosicové systémy na bazi polysacharidu

Polysacharidy ptedstavuji vyznamnou a Siroce vyuzivanou skupinu materidld pro vyvoj
nosi¢ovych systému 1é¢iv, diky své biokompatibilité, biodegradabilité, nizké toxicité
a moznosti chemické modifikace [1], [2].

Rozpustnost polysacharidl ve vode je jejich dalsi dilezitou vlastnosti pro vyuziti v klinické
praxi. Polysacharidy se vyznacuji pfitomnosti funkénich skupin, zejména hydroxylovych, které
podminuji jejich dobrou rozpustnost ve vodném prostiedi. Tuto vlastnost Ize cilené ovlivnit
chemickou upravou monomernich jednotek. Ptiklad je chitosan, vznikajici deacetylaci chitinu,
jehoz rozpustnost v kyselém prostiedi Ize fidit stupném deacetylace [40].

Diky pfitomnosti reaktivnich funkénich skupin, jako jsou hydroxylové, karboxylové
¢i aminové skupiny, 1ze strukturu téchto polymert upravovat tak, aby vyhovovaly specifickym
pozadavkim na distribuci 1é¢iv, v€etné€ cileni na konkrétni organy nebo patologické struktury
[1]. Polysacharidové nosice se vyznacuji schopnosti vazat nebo enkapsulovat jak hydrofobni,
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tak hydrofilni 1é¢iva, a to prostfednictvim nekovalentnich interakci i formou kovalentni
konjugace. Tato vlastnost umoznuje cileni 1é¢iv do urcitého organu nebo tkané. Mezi klicové
vyhody téchto systému patii zvySeni stability 1éCiv, jejich ochrana pted degrada¢nimi procesy,
zlepSeni rozpustnosti a zvysSeni biologické dostupnosti [41].

Polysacharidové nosi¢e se vyskytuji ve formé nanocastic, micel, mikrokapsli, hydrogeld,
nanogeld, tenkych filmd, liposomalnich a vrstvenych systémi. Tyto systémy jsou schopny
reagovat na vnéjsi i vnitini stimuly, jako jsou zmény pH, pfitomnost enzymil nebo oxidacni
prostiedi, coz umoznuje cilené a kontrolované uvoliiovani 1é¢iv v pozadovaném misté [40],
[42], [43].

Vyhodou pfirodnich polysacharidii oproti syntetickym polymertim je jejich ekologicka
Setrnost a imunologickd neutrdlnost, protoze jsou télu pfirozené a zpravidla nevyvolévaji
imunitni reakce. Nékteré z nich, jako je chitosan, hyaluronan ¢i alginat, navic vykazuji vlastni
zvysuje jejich terapeuticky potencial [41]. Mezi nejcastéji vyuzivané polysacharidy pro vyvoj
nosi¢ovych systému patii chitosan, alginat, hyaluronan a dextran, které slouzi jako zakladni
matrice pro pfipravu ruznych lékovych forem urcenych k oradlnimu, transdermélnimu
i lokalnimu podani [1], [40].

2.3.1 Formy polysacharidovych nosic¢i pro distribuci lé¢iv

Polysacharidové materidly mohou byt zpracovany do Sirokého spektra morfologicky odlisnych
systém pro distribuci 1é¢iv. Vybér konkrétni formy nosice se odviji od poZadavki na stabilitu,
typu ucinné latky, cilové tkdné a mechanismu uvoliiovani. Mezi nejvyznamnéjsi formy patii
micely, liposomy, nanocastice, nanogely, hydrogely a hybridni nanostruktury. Tyto systémy
jsou navrhovany s ohledem na konkrétni terapeutické potieby a cilové misto uc¢inku — napiiklad
pH-citlivé systémy nebo reaktivni systémy pro nadory. Vyznamnym trendem je vyvoj
hybridnich struktur, které kombinuji vyhody riiznych typli materidl, napt. polysacharid-
kovové nanocastice, s cilem dosahnout maximalni u¢innosti 1écby [42], [43].

2.3.1.1 Micely

Micely predstavuji nanostruktury tvofené amfifilnimi derivaty polysacharidi s hydrofobnim
jadrem a hydrofilnim obalem, které se samovoln¢ sestavuji ve vodném prostiedi. Tyto systémy
vznikaji chemickou modifikaci polysacharidli navazdnim hydrofobnich skupin. Vysledna
struktura umoziuje efektivni enkapsulaci hydrofobnich 1é¢iv a jejich stabilizaci v biologickych
tekutinach. Micely zlepSuji rozpustnost 1é¢iva diky svému hydrofilnimu obalu. U micel
je mozné upravovat jejich velikosti, diky ¢emuz mohou byt 1éky smérovany do tkani, kde
je zvysena permeabilita, zejména do nadorové a zanétlivé tkané. Micely zvysuji stabilitu 1éCiv,
prodluzuji jejich cirkula¢ni dobu a snizuji nezadouci vedlejsi ucinky 1éCiv diky nizsi distribuci
do zdravych tkani. Micely Ize modifikovat pomoci funkénich molekul schopnych rozpoznat
specifické molekularni znaky patologickych tkani, tato schopnost umoziuje zvyseni jejich
tkanové specificity [40]. Nevyhodou micel je jejich omezena stabilita ve fyziologickém
prostiedi, kterda mtze vést k disociaci systému a pifed¢asnému uvolnéni zapouzdieného léCiva.
Tento jev snizuje ucinnost dodani 1éciva do cilové tkané a zarovein mize zvySovat riziko
systémové toxicity [44].
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2.3.1.2 Nanoddstice

Polysacharidové nanocastice (napt. z chitosanu, alginatu, Skrobu, hyaluronanu) piedstavuji
vysoce efektivni nosice 1éCiv pro rizné cesty podani (peroralni, parenteralni, nazalni
i transdermalni). Diky své velikosti jsou schopny prochazet biologickymi membranami,
akumulovat se v cilovych tkanich a chranit zapouzdienou latku pied enzymatickou degradaci.
[41], [43].

Mezi hlavni vyhody nanocéstic patfi vysoka stabilita a specifita, schopnost enkapsulace
hydrofilnich i hydrofobnich 1é¢iv, kontrolované uvoliiovani, nizka toxicita a moznost cilené
upravy povrchu. Nanostruktury umoziuji modifikaci ¢astic pro aktivni i pasivni cileni
(napft. na nadorové buiiky), a diky své velikosti mohou efektivné dosahovat cilovych tkani. Déle
poskytuji vysokou nosnou kapacitu bez potteby chemickych reakci s ucinnou latkou, coz
zachovava jeji biologickou aktivitu. Polysacharidové nanocéstice jsou Casto biodegradabilni
a biokompatibilni, ¢imz minimalizuji riziko kumulace v organismu a podporuji bezpecny
metabolicky rozklad [45].

Na druhé stran€¢ maji nanocastice i své nevyhody. Patii mezi né€ naptiklad tendence k agregaci
v dasledku vysokého poméru povrchu k objemu, coz mize komplikovat jejich stabilitu pfi
skladovéani. Déle je u velmi malych ¢éastic omezend nosna kapacita a mlze dochazet
k nezadoucimu nahlému uvolnéni Ié¢iva. P¥i nevhodném navrhu mohou také vyvolat nezadouci
biologické reakce, vcetné cytotoxicity nebo zanétlivé odpovédi. Proto je nezbytné peclive
optimalizovat jejich velikost, povrchovy naboj a slozeni [45].

2.3.1.3 Hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné, sitované hydrofilni polymerni struktury, které maji schopnost
absorbovat a zadrzovat velké mnozZstvi vody nebo biologickych tekutin, aniZ by doslo k jejich
rozpadu. Tato schopnost je dana ptfitomnosti hydrofilnich funkénich skupin (napt. —OH,
—COOH, —-NH:) ve struktufe polymerniho fetézce. Polysacharidové hydrogely, zalozené
napiiklad na chitosanu, alginatu nebo Skrobu, jsou velmi vyuZivané v klinické praxi diky
své biokompatibilité, biologické odbouratelnosti a netoxicité [46].

Fyzikalni a chemické vlastnosti hydrogelii je mozné ptizplisobit pozadavkim konkrétni
aplikace podle typu pouzitého polysacharidu a zvoleného zpusobu zesitovani. Hydrogely
mohou byt sitovany fyzikalné (napi. iontovymi interakcemi) nebo chemicky (kovalentnimi
vazbami), pficemz volba metody ovliviiuje jejich mechanickou pevnost, bobtnaci chovani
a uvolnovaci profil. Ve farmaceutickych aplikacich hydrogely slouzi jako formy nosica 1é¢iv
vhodné ptedevsim pro lokalni podani, napt. ve formé naplasti, gelovych implantath ¢i injekci
[1], [42].

Ackoli polysacharidové hydrogely vykazuji fadu vyhodnych vlastnosti, jejich praktické
vyuziti je spojeno i1 s ur€itymi omezenimi. Mezi hlavni nevyhody patfi zejména nizka
Dale je nevyhodna vysoka citlivost na zmény pH, jez mtze vést k nezadoucimu pred¢asnému
uvolnéni u€inné latky, zejména pti peroralnim podéani. Vyzvou je také obtizna kontrola rychlosti
uvoliovani 1é¢iva a omezend schopnost enkapsulovat nckteré specifické molekuly
(napft. hydrofobni latky) [46].
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2.3.1.4 Nanogely

Nanogely jsou nanoskopické sitované polymerni struktury schopné absorbovat velké mnozstvi
vody a vazat bioaktivni latky. Jsou tvofeny polysacharidy jako napiiklad chitosan, hyaluronan
nebo heparin. Maji podobné vlastnosti jako hydrogely a vykazuji vysokou bioadhezivitu,
citlivost na pH, nebo redoxni podminky a umoznuji cilené a kontrolované uvoliovani 1éCiv.
Tyto systémy jsou vhodné pro transport proteinti, peptidl, vakcin a genetického materialu
a nachazeji uplatnéni napt. v onkoterapii nebo pii 1é¢b¢ zanétlivych onemocnéni [40], [47].

Nanogely se vyznacuji dobrou rozpustnosti, umoziuji presné dodani 1é¢iva do nadorovych
tkani a snadnéji prekonavaji biologické bariéry. Povrch nanogelovych systémi mize byt
upraven pomoci ligandi (napi. folatu, peptidi nebo protilatek), ¢imz se vyrazné zvysSuje
selektivni akumulace 1é¢iva v nadorové tkani [48].

Nevyhodou muze byt, ze malé molekuly se z nanogelii uvoliuji pfili§ rychle, coz snizuje
ucinnost 1écby, a n€které kationtové nosi¢e mohou byt pro organismus mirné toxické. Urcité
formulace mohou byt rovnéz méné vhodné pro peroralni aplikaci, pokud neni zajisténa jejich
stabilita v gastrointestinalnim prostredi [48].

2.3.1.5 Hpybridni a kompozitni systémy

Hybridni a kompozitni systémy piedstavuji pokrocily pfistup v navrhu nosi¢ovych struktur
na bazi polysacharidl, které vznikaji kombinaci dvou nebo vice polymernich komponent
(ptirodnich i syntetickych) s cilem optimalizovat jejich fyzikalné-chemické, mechanické
a biologické vlastnosti. Takové systémy mohou byt navrzeny bud’ jako multipolymerni
hydrogely, nebo jako interpenetrujici polymerni sité, pfi¢emz kazdy z téchto pristupti nabizi
specifické vyhody. Kombinaci polysacharidil s jinymi polymery lze zlep$it bobtnaci chovani,
mechanickou pevnost, biokompatibilitu i stabilitu vii¢i degradaci, coz je zasadni pro aplikace
Vv fizené distribuci 1é¢iv, hojeni ran nebo v tkanovém inzenyrstvi [49].

2.3.1.6 Komplexy s liposomy

Liposomy jsou vezikuldrni systémy tvoiené fosfolipidovou dvojvrstvou, které mohou byt
stabilizovany nebo funkéné upraveny pomoci polysacharidi, jako je hyaluronan nebo dextran.
Umoznuji enkapsulaci hydrofobnich i hydrofilnich 1é€iv a jejich biokompatibilni povrch
zajistuje snizenou imunitni odpoveéd’. Kombinaci fosfolipida s polysacharidy Ize docilit zvyseni
stability liposomt a cileného doruceni do specifickych bunéénych receptorti, coz nachazi
uplatnéni v onkologii [50].

Zavérem lze fici, ze polysacharidové nosi¢e piedstavuji mimofadny vyznam pro
farmaceuticky prumysl. Volba formy, at’ uz micely, nanocastice ¢i gelu, zavisi na konkrétnich
fyziologickych podminkach. Pro kazdé terapeutické vyuziti, miize byt nejvhodnéjsi jina forma.

2.3.2 Vyutiti polysacharidovych nosi¢i ve farmaceutickém priamyslu

Polysacharidy tvofi velmi perspektivni tfidu biomateriald pro vyvoj modernich 1éciv
a terapeutickych systémt, a to predevsim diky své biokompatibilité, biodegradabilité, nizké
toxicit¢ a moznosti chemické modifikace. Mezi nejcastéji vyuzivané polysacharidy
ve farmaceutickém vyzkumu a vyvoji patii chitosan, alginat, dextran, kyselina hyaluronova
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a skrob, pficemz kazdy z téchto polymerti nabizi specifické funkéni charakteristiky, které
umoziuji jejich vyuziti v riznych aplikac¢nich formach [2].

Zvlastni pozornost je v poslednich letech vénovana systémim zalozenym na kombinaci
chitosanu a alginatu. Ob¢ tyto latky se vyznacuji nejen vySe zminénymi biologickymi
vyhodami, ale také vysokou schopnosti enkapsulace zejména hydrofobnich 1éciv. Ob¢ latky
jsou Siroce vyuzivany ve farmaceutickém primyslu jako transportni systémy pro hydrofobni
1éciva [51]. Chitosan je ptirodni derivat chitinu ziskavany deacetylaci. Jeho klicovym
parametrem je stupen deacetylace, ktery ovliviiuje jeho rozpustnost a schopnost tvofit
komplexni struktury s jinymi latkami. Diky pfitomnosti aminoskupin je schopen tvofit iontové
zesiténi a vytvaret stabilni nanokompozity [52]. Alginat je linearni polysacharid slozeny z
kyseliny guluronové a manuronové a tvoii v pfitomnosti vapenatych iontd ionotropni gely,
které jsou velmi vhodné pro zapouzdieni bioaktivnich latek [53]. Systémy zalozené na
kombinaci téchto dvou polysacharidi umoziuji tvorbu stabilnich polyelektrolytovych
komplext s fizenym uvolfiovanim G¢inné latky [54]. Bylo prokazano, Ze chitosan—alginatové
nosice zlepSuji rozpustnost napt. kurkuminu ve vodném prosttedi a umoznuji jeho postupné
uvolnovani podminéné zménou pH. Tato zlepseni byla potvrzean napt. v praci od Chegeni a
kol., kde byly pfipraveny nanokompozity na bazi alginatu a uhlikovych nanotrubic
modifikovanych glukézou. Bylo zjisténo, ze uvoliovani kurkuminu bylo vyrazné vyssi v
alkalickém prostiedi nez v prostiedi kyselém, coz poukazuje na potencial pro cileny transport
1é¢iva v travicim traktu [55].

Polysacharidové nanocastice a mikrocastice, tvorené napft. z chitosanu, alginatu, Skrobu nebo
dextranu, jsou Siroce vyuzivany pro enkapsulaci hydrofilnich i hydrofobnich 1é¢iv. Kombinace
chitosanu a alginatu se osvédcila zejména diky vyborné mukoadhezivité, pH-dependentnimu
rozpousténi a schopnosti chranit zapouzdien¢ latky pred Gcinky kyselého zaludecniho prostiedi.
Tyto systémy byly GspéSné testovany pro transport latek, jako jsou omega-3 mastné kyseliny
nebo kurkumin [53].

Ve specifickych terapeutickych oblastech, jako je onkologie, nachézeji polysacharidové
nosice uplatnéni pfedevSim diky moznosti jejich funkéni modifikace a cileni na urcitd mista
v téle. Napiiklad chitosanové micely modifikované foldtem vykazuji zvySeny piijem
nadorovymi burikami a lepsi terapeuticky efekt u 1é¢iv, jako je naptiklad doxorubicin [40], [56].
Obdobn¢ jsou vyuzivany nanogely a micely na bazi chitosanu, hyaluronanu ¢i derivati celulozy
pro transmukosalni a peroralni podani peptidd, proteinti nebo nukleovych kyselin [57].

Takeé v oblasti fotodynamické terapie byly vyvinuty nosice na bazi heparinu nebo chitosanu
konjugovaného s fotosenzibilizatory. Tyto systémy se samy organizuji do nanostruktur
a zajistuji zvySenou akumulaci lé¢iva v nadorové tkani a aktivuji se plisobenim svétla, ¢imz
umoziuji cilenou a lokalizovanou terapeutickou odpovéd’ [58].

Polysacharidy nachazeji uplatnéni i mimo tradi¢ni zplisoby podavani 1é€iv. V soucasnosti
se uplatiiuji 1 v oblasti doddvani vakcin, genové terapie a tkanového inzenyrstvi. Naptiklad
samouspotradané nanostruktury z pullulanu, dextranu nebo mananu mohou byt cilené upraveny
za ucelem zajisténi imunitni podpory nebo pro transmukosalni dopravu antigent [59], [60].
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2.3.3 Mechanismy navazani lé¢iva na polysacharidové nosice

Polysacharidové nosice 1é¢iv umoznuji jak kovalentni, tak nekovalentni navazani
farmakologicky aktivnich latek. Oba ptistupy mohou zlepsit vlastnosti 1é¢iva. Kovalentni vazba
¢asto zvySuje rozpustnost ve vod¢é a umoziuje kontrolované uvoliiovani (kurkumin se uvolni
az po rozstépeni vazby nebo degradaci nosice), zatimco nekovalentni enkapsulace kurkumin
fyzicky chrani a zvySuje jeho stabilitu v biologickém prostiedi. Volba typu interakce mezi
nosi¢em a lé¢ivem vyznamné ovliviuje stabilitu vysledného systému, kinetiku uvoliovani,
cilenou distribuci i biologickou dostupnost u¢inné latky. Vyhodou polysacharida je jejich
strukturalni flexibilita a pfitomnost riznych funk¢énich skupin, které umoznu;ji Siroké spektrum
moznych interakci s navazanym lé¢ivem [61], [62], [64].

2.3.3.1 Kovalentni navazani

Kovalentni vazba mezi 1é¢ivem a polysacharidovym nosi¢em spociva ve vytvoreni stabilni
chemické vazby mezi G€innou latkou a polysacharidovym fetézcem. Vysledkem kovalentnich
vazeb je vznik stabilnich systémt, ve kterych je 1é¢ivo pevné vazano na nosi¢ovou matrici.
K nejcastéji vyuzivanym polysacharidim pro kovalentni konjugaci patii chitosan, Kyselina
hyaluronova, dextran nebo alginat. Tento pfistup je vyhodny zejména tehdy, pokud je cilem
zvysit stabilitu 1é¢iva béhem transportu organismem, omezit jeho pred¢asné uvolnéni a zajistit
cilené uvolnéni az v misté ucinku. Zaroven umoziuje navrhnout systémy citlivé na fyziologické
spoustéce, jako je zména pH, pfitomnost enzymu nebo oxidaéni prostredi [61], [62].

K wvytvofeni kovalentni vazby se bé&zné vyuzivaji funkéni skupiny pfitomné
na polysacharidovém fetézci, zejména hydroxylové, karboxylové, aminové ¢i aldehydové. Tyto
skupiny lze upravit pomoci reakci, jako je sulfatace, karboxymethylace nebo derivatizace
aktivovanymi estery [61].

Na rozdil od nekovalentnich interakci, kde je 1éCivo fyzikalné zachyceno v matrici
(napf. hydrofobnimi silami nebo vodikovymi vazbami), kovalentni vazba vytvaii trvalé spojeni
mezi léCivem a polymerem, ¢imZz vznika tzv. komplex polymer—lécivo. Tento piistup
je vyhodny zejména tam, kde je pozadovano precizné fizené uvoliiovani, které nastane
az po hydrolyze vazby nebo degradaci nosice. V literatufe jsou uvadény piiklady pouZiti
esterovych nebo hydrazonovych vazeb, které jsou specificky Stépitelné v kyselém prostiedi
nadoru nebo za pfitomnosti lysozomalnich enzymi, a jsou tak vhodné pro cilenou
protinadorovou terapii [61].

Konkrétni aplikace této vazby jsou feSeny i v nedavnych studiich. Naptiklad Kexin Meng
akol. chemicky navézali kurkumin pomoci sukcinanhydridu, ¢imz wvznikl konjugat
enkapsulovany do nanostruktur s mannosylovanym chitosanem. Tento systém zvysil
rozpustnost a zlepSil biologickou dostupnost a zvysil Ginnost ve srovnani s volnym
kurkuminem [63]. Podobné¢ Tong Yin a kol. popsali vytvofeni ochranné vrstvy
z oligochitosanu, ktera enkapsulovala komplex kurkuminu s hydrolyzatem proteinu Zein
prostiednictvim kovalentni vazby. Vysledna formulace prokazala vyssi odolnost viici ptisobeni
travicich enzymil a vedla k prodlouzené retenci kurkuminu v travicim traktu, coZ vyznamné
zvysilo jeho biologickou dostupnost [36].
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2.3.3.2 Nekovalentni interakce

Nekovalentni interakce predstavuji zasadni mechanismus pro vazbu 1éCiv na polysacharidové
a polymerni nosice, zejména v piipadech, kdy neni zaddouci chemicky modifikovat 1é¢ivo ani
nosi¢. Tento typ vazby je zaloZen na slabSich a reverzibilnich fyzikalné-chemickych silach,
které zahrnuji predev$im hydrofobni efekt, vodikové vazby, elektrostatické interakce
a Van der Waalsovy sily [64].

V polysacharidovych systémech hraji tyto interakce dulezitou roli, jak v roztocich,
tak v pevnych formach, ovliviiuji jejich konformaci, stabilitu, rozpustnost a interakce
s biologickym prostiedim. Jsou Casto kooperativni, coz znamena, Ze V jednom systému se miize
nachazet kombinace nékolika typt nekovalentnich sil, ty spole¢né urcuji vysledné chovani
systému v zavislosti na pH, iontové sile, teploté ¢i ptitomnosti jinych biologicky aktivnich latek
[62], [64].

Vyhodou nekovalentniho navazani je jednoduchost pfipravy, reverzibilita interakce
a moznost fizen¢ho uvolnéni 1é¢iva podle aktudlnich fyziologickych podminek, naptf. zména
pH v travicim traktu, nebo rozdily v iontové sile v riiznych ¢astech organismu [64], [65].

Nekovalentni interakce jsou také kli¢ové pfi samouspofdadani nanostruktur, jako jsou
polymerni micely nebo amfifilni systémy s hydrofobnim jadrem, do néhoz se zapouzdiuji
Spatné rozpustnd 1éciva (napf. kurkumin, paclitaxel). Dale se naptiklad uplatiuji
v cyklodextrinovych inkluznich komplexech, kde hostitelska molekula (napi. B-cyklodextrin)
vytvafi dutinu, do niz se vklada 1é¢ivo bez nutnosti kovalentni vazby. Typickym piikladem
je enkapsulace camptothecinu, u néjz B-cyklodextrin zlepsil stabilitu pii intravenéznim podani
a ptispél k prodlouzeni u¢inku 1é¢iva u pacient [61], [64].

Celkove lze fici, Ze nekovalentni interakce jSOU nenaroCnou cestou pro stabilizaci,
enkapsulaci a distribuci 1é¢iv, zejména u latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo citlivosti
k enzymatické degradaci [62], [65].

Mezi nejvyznamnéj$i typy té€chto interakci patii: Vodikové vazby predstavuji jeden
Z klicovych typi nekovalentnich interakci, které sehravaji vyznamnou roli pfi navazani 1€¢iv
na polymerni nosice a stabilizaci jejich trojrozmérné struktury. Tyto interakce jsou zasadni
nejen pro molekuldrni rozpoznavani a vazbu léciva na cilové misto, ale rovnéz vyznamné
ovlivituji fyzikalné-chemické vlastnosti 1é€iv, jako je rozpustnost, propustnost biologickymi
membranami (permeabilita) a distribuce ve vodném prostiedi organismu [66]. Vodikové vazby
vznikaji mezi donorem a akceptorem, tedy mezi atomem vodiku vdzanym na elektronegativnim
atomu (nejcastéji kyslik, dusik nebo siru) a skupinou schopnou vodikovou vazbu ptijmout.
V kontextu 1é¢iv to byvaji nejcastéji hydroxylové (~OH), amidové (—NH), aminoskupiny (—
NH:) a v mensi mife také thiolové (—SH) skupiny. Sila vodikové vazby je dana zejména
polaritnim charakterem donorové a akceptorové skupiny. Skupiny s vyssi vodikovou kyselosti,
jako jsou hydroxylové a karboxylové funkéni skupiny, vykazuji vyraznéjsi schopnost tvofit
stabilni vodikové interakce [66]. V systému lé¢ivo—nosi€ se tyto vazby uplatiiuji naptiklad mezi
hydroxylovymi ¢i karbonylovymi skupinami lé¢iva a hydroxylovymi skupinami polysacharidu.
Takova vazba miiZze vyznamné pfispét ke stabilité¢ komplexu bez nutnosti chemické modifikace
1é¢iva. To je zvlaste dilezité u latek, které nejsou vyrazné hydrofobni, ale obsahuji funkéni
skupiny schopné tvofit vodikové miustky. Tyto interakce pak pomahaji udrzet 1éc¢ivo
vV polymerni matrici a fidit jeho postupné uvoliovani [65]. Typickymi priklady
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polysacharidovych nosi¢li, u nichz vodikové vazby sehravaji zasadni roli pfi formovani
stabilnich struktur, jsou xanthan, gellan a hyaluronan. Tyto materidly vytvaieji helikalni
a gelové struktury, jejichz vlastnosti jsou citlivé na zmény pH, teploty a iontového slozeni
prostfedi. Vodikové vazby v tomto kontextu pfispivaji k mechanické stabilité a k viskdznim
a elastickym vlastnostem vyslednych roztoki a gela [64].

Elektrostatické interakce jsou zalozeny na pfitazlivosti mezi opa¢né nabitymi skupinami,
typicky mezi kationtovymi aminovymi skupinami a aniontovymi karboxylovymi skupinami
[65]. V piipadé polyelektrolytd, jako je chitosan (kationtovy) a alginat (aniontovy), umoziuji
tyto interakce vznik polyelektrolytovych komplext a samouspotadanych struktur, které jsou
Siroce vyuzivany ve farmacii, napf. pro enkapsulaci 1é¢iv, jako mukoadhezivni systémy nebo
jako nosice s fizenym uvoliovanim [64]. Podobny princip se uplatiiuje i u komplext protein—
polysacharid, kdy napiiklad B-laktoglobulin jako kladné nabity protein interaguje se zaporné
nabitym algindtem sodnym. Pfitazlivost mezi bazickymi aminokyselinami proteinu
a karboxylovymi skupinami polysacharidu vede k tvorbé rozpustnych, nebo nerozpustnych
nanokomplexi, které mohou slouzit jako stabilni nosi¢e bioaktivnich latek [67]. Stabilita
a vlastnosti téchto komplexi jsou citlivé na rizné fyzikalné-chemické parametry, zejména pH
prostiedi (k nejucinnéjsi interakci dochazi pii pH blizkém izoelektrickému bodu proteinu),
iontovou silu, pomér polymer/protein, molekulovou hmotnost, hustotu naboje, koncentraci
biopolymert a zpisob upravy pH pii formulaci [67]. Elektrostatické interakce se rovnéz
uplatituji u polymerii obsahujicich ionizované funkéni skupiny, jako jsou karboxylové (napf.
u alginatu, hyaluronanu) nebo aminové (napf. u chitosanu). Tyto skupiny mohou interagovat
s ionizovanymi 1éCivy, ¢imz umoZiuji stabilni fixaci 1 téch latek, které nejsou vhodné pro
klasickou hydrofobni enkapsulaci. Vyhodou tohoto mechanismu je také moZnost pH-
senzitivniho uvolhovani, jelikoz ioniza¢ni stav obou komponentd zdavisi na prostredi,
napf. v riznych ¢astech traviciho traktu nebo v nadorové tkani [65]. Z funk¢niho hlediska tyto
komplexy poskytuji vybornou ochranu bioaktivnich latek (napt. folatu, B-karotenu, kurkuminu)
pred degradaci, zajist'uji zlepSenou rozpustnost, brani agregaci a umoznuji postupné a cilené
uvolnovani u¢innych latek podle zmén fyziologického prostiedi [67].

Van der Waalsovy interakce pfedstavuji jednu ze zédkladnich forem nekovalentnich sil. I kdyz
jsou tyto interakce slabsi nez ptedchozi typy, jejich kumulativni u¢inek mize hrat vyznamnou
roli v celkové stabilité systému, zejména v kombinaci s ostatnimi interakcemi. Tyto interakce
vznikaji na zdkladé kratkodosahovych pfitazlivych sil mezi docasné nebo trvale polarizovanymi
oblastmi molekul. V polymerech s vy$si mirou stereoregularity (naptiklad amylopektin) mohou
van der Waalsovy sily podporovat agregaci a krystalizaci fetézcl, coz se odrazi ve zvysSené
mechanické pevnosti a strukturalni stabilité¢ vyslednych materiald [64]. Vyznam téchto
interakci pfi navazani 1é¢iva na polymerni nosi¢ doklada i studie od De Luci a kol., ve které
pomoci molekularnich simulaci analyzovali vazbu mezi proteinem (lysozymem)
a polyanionickym polymerem. Autofi prokazali, Ze pii sniZovani pH dochazi k titraci
karboxylovych skupin, a tim ke ztraté elektrostatického néboje na polymeru. Presto zlstava
protein k polymeru navazan. Tato stabilita byla pfisuzovana pravé van der Waalsovym
interakcim a vodikovym mustklim, které nadéale udrZzovaly molekularni kontakt mezi nosi¢em
a proteinem. Autofi ukazuji, Ze pii velmi kyselém pH dochazi ke zméné vazebného motivu
a interakce mezi polymerem a proteinem jsou v této situaci primarné fizeny slabsimi
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nekovalentnimi silami, pficemz i tak nedochéazi k uvolnéni vdzaného proteinu. Tato zjisténi
mMaji zésadni vyznam pro navrh nosiCovych systémi, jelikoz potvrzuji, ze celkova stabilita
komplexu neni vysledkem jediné dominantni interakce, ale spiSe souinnosti vice vazebnych
mechanismu [68].

se vyrazng uplatituje pii konstrukci nosi¢ovych systémt pro hydrofobni 1é¢iva. Tyto interakce
jsou typické zejména pro amfifilni derivaty polysacharidl, tedy molekuly, které obsahuji
hydrofilni i hydrofobni oblasti fetézce. Ve vodném prostiedi dochazi k jejich samouspotadani,
pfi¢emz hydrofobni ¢asti se shlukuji a vytvareji hydrofobni domény, zatimco hydrofilni ¢asti
zajistuji interakci s okolnim prostfedim [40], [64]. Tento mechanismus ma zasadni vyznam
naptiklad pfi tvorbé polymernich micel, které jsou nejcastéji vyuzivanym typem nanonosice
pro zapouzdieni hydrofobnich 1éCiv. Micely se skladaji z hydrofobniho jadra, kde je G¢inna
latka ulozena, a hydrofilniho obalu, ktery zajistuje stabilitu systému, chrani 1éCivo pred
enzymatickou degradaci a imunitni detekci, ¢imZz prodluzuje jeho cirkula¢ni polocas
v organismu [62], [65]. Hydrofobni segmenty polymernich fetézct hraji kliCovou roli také pii
tvorbé reverzibilnich fyzikalnich gelt. Tento jev byl pozorovan napf. u methylcelulozy
a alkylovanych chitosan. U methylcelulézy dochazi ke gelaci pfi zvySeni teploty, kdy
se hydrofobni efekt mezi fetézci zesiluje, po ochlazeni gel opét zkapalni. U alkylovanych
chitosanti se gelace objevuje jiz pfi nizkych koncentracich a je vyrazné ovlivnéna délkou
alkylového fetézce a sloZzenim média. Tento princip se vyuziva pfi vyvoji stimuli-responzivnich
systému, které reaguji na zménu teploty nebo sloZeni okolniho prostiedi [64]. Hydrofobni efekt
rovnéz umoznuje efektivni inkorporaci hydrofobnich 1é€iv do polymerni matrice, ¢imz zvySuje
jejich rozpustnost, biologickou stabilitu a terapeuticky potencidl. Bylo naptiklad prokézano,
ze alkylované chitosany dokdzou vazat molekuly vitaminu B. nebo taxolu a fungovat jako
nosi¢e 1éCiv pro fizené uvolnovani [64]. Hydrofobni efekt je reverzibilni a ¢asto snadno
pfipravitelny vazebny mechanismus, ktery je vSak méné stabilni ve fyziologickych podminkach
ve srovnani s kovalentnimi vazbami. Proto je nezbytné optimalizovat sloZeni polymeru
a podminky prostiedi, aby se minimalizovalo pfed¢asné uvolnéni GcCinné latky [64].
Kompatibilita mezi polymerem a lécivem miZze byt dale zvySena strukturalni upravou
polymeru, naptiklad prodlouzenim hydrofobniho fetézce nebo zavedenim aromatickych skupin
do polymerni kostry. Takové upravy mohou vést ke snizeni kritické micelarni koncentrace a ke
zvySeni fyzikalni stability vysledného systému [65]. Diky témto vlastnostem se hydrofobni
efekt stal jednou z nejvice pouzivanych metod nekovalentniho zapouzdieni hydrofobnich 1é¢iv,
pticemz zvysuje jejich biologickou dostupnost a terapeutickou t¢innost a chrani pred degradaci
[62], [64].

Zatimco kovalentni konjugace zajistuje stabilitu a cilené uvoliiovani, nekovalentni vazby
umoznuji flexibilitu, jednoduchost pfipravy a pfirozenéjsi interakce s biologickym prostfedim.
Vybeér konkrétniho typu interakce mezi polymernim nosi¢em a lé¢ivem je kliCovy pro vysledné
chovani systému v biologickém prostiedi. Hydrofobni efekt je nejcastéji vyuzivan diky své
jednoduchosti a univerzalnosti, ale vodikové a iontové vazby mohou vyrazné piispét ke stabilité
a fizenému uvolinovani. Kovalentni vazby pak poskytuji maximalni kontrolu nad uvolnénim

vV

typu interakci pro dosazeni optimalni terapeutické Gi¢innosti [65].
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2.4 Lyofilizace

Lyofilizace je technologie suseni, pfi niZ je material nejprve zmrazen a nasledné je z ngj
za snizeného tlaku odstranéna voda sublimaci. Touto technologii je tedy mozno vynechat
kapalnou fazi vzorku. Diky tomu a diky nizkym teplotam procesu si suseny vzorek zachovava
ptvodni vlastnosti v mnohem vétsi mife nez ptfi konvencnim tepelném suSeni. Primarni vyuzZziti
lyofilizace je v potravinaistvi a farmacii, kde dokaze stabilizovat biologické materialy,
napt. vakciny, bakterie, buiiky a léCiva. Stabilizuje pfedevSim latky s nizkou stabilitou
ve vodném prostiedi [69].

Proces zahrnuje tii kliCové faze: zmrazovani, primarni suSeni (sublimaci ledu) a sekundarni
suSeni (odstranéni zbyvajici vody). Pii spravné nastavenych podminkach dochazi ke vzniku
porézni pevné struktury s velmi nizkym obsahem vody. Za normalnich podminek dokaze byt
takova struktura stabilni po dlouhou dobu [70].

Pii prvni fazi se za atmosférického tlaku zmrazi rozpoustédlo. Tim vznikne pevna faze.
Ve fazi primarniho suSeni probiha sublimace ledu za snizeného tlaku a mirn€ zvysené teploty.
Rozpoustédlo ve formé ledu ptechazi ptimo v paru a je odvadéno do kondenzatoru. Tato faze
odstrani vétSinu volné vody. Pfi sekundarnim suSeni se odstraiiuje zbyvajici ,,vdzanad*“ voda
z materialu zvySenim teploty pfi snizeném tlaku [69].

2.4.1 Stabilita lyofilizovanych systémi

Lyofilizace slouzi hlavné k zajisténi dlouhodobé fyzikalné-chemické stability produktt, jako
jsou polymerni nanocastice nebo liposomy [71].

Vysledna struktura lyofilizatu zavisi na piesné fizené teplot¢ zmrazovani. PrekroCeni Te
(teploty kolapsu) muize vést ke zborceni struktury a ztraté pozadovanych vlastnosti [72]. Dale
je také dulezita teplota skelného pfechodu zmrazené matrix (Tg), pokud teplota béhem suseni
ptesahne Ty, pfechazi z pevného stavu do viskozniho stavu, coZ vede ke zhrouceni porovité
struktury lyofilizatu [69]. Zhrouceni struktury 1ze zabranit pfidanim krystalickych objemovych
¢inidel, jako je glycin nebo mannitol [71].

Fyzikalni a chemické stabilita lyofilizovanych systémil je také ovlivnéna vlastnostmi
samotného U¢inného 1é¢iva a nosice 1 pomocnymi latkami. BEhem procesu v§ak mohou nastat
nezadouci jevy, jako je agregace Castic, zmeny velikosti nebo ztrata ucinné latky. Pro jejich
omezeni se vyuZzivaji kryoprotektivni a lyoprotektivni latky, nejcastéji na bazi cukrli jako
napiiklad glukoéza, sachardza, trehaléza a mannitol. Tyto latky stabilizuji strukturu pomoci
vytvafeni viskdzni amorfni matrice, nahrazuji vodu v systému a minimalizuji pohyb ¢astic [72],
[73].

Po lyofilizaci je nezbytné minimalizovat pfitomnost zbytkt pfipadnych organickych
rozpoustédel. Tato rozpoustédla mohou neptizniveé ovlivnit stabilitu, naptiklad snizenim teploty
skelného ptechodu, coz vede k degradaci nebo zménam struktury. Navic nadlimitni obsah
rozpoustédel piedstavuje toxikologické riziko pro pacienty, a proto jsou regulacemi stanoveny
maximalni pfijatelné hodnoty zbytkli rozpoustédel. Z tohoto diivodu je nutné pii lyofilizaci
s ko-rozpousteédly optimalizovat proces tak, aby byla vétSina organické faze odstranéna béhem
suSeni. Napfiklad u terc-butylalkoholu bylo zjisténo, Ze pokud dostate¢né zkrystalizuje béhem
mrazeni, lze jej odstranit téméf beze zbytku [74].
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V lyofilizovaném produktu, mize jeho stabilitu narusovat také obsah zbytkové vlhkosti.
Cim vys3i je obsah zbytkové vody, tim rychleji miize produkt degradovat. Proto pro zachovani
dlouhodobé stability je také nutné zabranit piistupu vzdusné vlhkosti béhem skladovani [75].

2.4.2 Pouziti ko-rozpoustédel a jejich vliv na strukturu a stabilitu systému

Voda je nejcastéji pouzivanym rozpoustédlem pii lyofilizaci, ale nékteré G¢inné latky jsou
Spatné rozpustné ve vodé. Pii lyofilizaci se Casto vyuzivaji Ko-rozpoustédla pro zvyseni
rozpustnosti hydrofobnich latek a zrychleni primarniho suseni. Naptiklad terc-butylalkohol
diky své tékavosti a schopnosti snadno sublimovat, ptispiva k vytvofeni homogennéjsi porézni
struktury suSeného materidlu, ktera miize zlepsit rehydrata¢ni vlastnosti a mechanickou stabilitu
lyofilizatu [76]. Pfitomnost terc-butylalkoholu ovliviiuje zpusob a teplotu krystalizace smési,
coz muze zménit podminky optimalniho zmrazovéni. Pfitomnost TBA mize také vést ke fazové
separaci, coZ se projevuje vznikem dvouvrstvého kolace a vys§sim obsahem zbytkového TBA
[74].

DMSO se v nekterych ptipadech také ukazalo jako vhodné ko-rozpoustédlo, ale nékteré jeho
vlastnosti, jako jeho vysoky bod varu a nizky tlak nasycenych par, ztézuji jeho odstranéni
béhem lyofilizace [76].

Pfi Spatn€ navrzeném procesu miize dojit k fAzové separaci, agregaci nanocastic ¢i zhorseni
vzhledu findlniho produktu. Z tohoto divodu je nutné pted aplikaci téchto ko-rozpoustédel
provést detailni termalni charakterizaci systému a optimalizovat cely lyofiliza¢ni cyklus [76].

U organickych rozpoustédel je nutné davat pozor na jejich zbytkové mnozstvi v lyofilizatu,
protoze mohou naru$it vyslednou strukturu a ve vySSim mnozstvi piedstavuji riziko,
pro pacienty, uzivajici takovyto ptipravek [74].

2.5 Soucasny stav FeSené problematiky

Lyofilizace v kontextu nosicovych systém 1é¢iv predstavuje Sirokou a dynamicky se rozvijejici
oblast vyzkumu. V poslednich letech se intenzivné vyvijeji nové metody a technologie
zam&fené na optimalizaci vlastnosti lyofilizovanych nosiCovych systému 1éciv. Charakter
téchto systémul se odviji od specifickych vlastnosti nosicového materidlu a enkapsulované
lécivé latky. Klicovym cilem téchto studii je zvySeni biologické aktivity, stability a
minimalizace degradacnich procest beéhem lyofilizace.

Jednim z 1é¢iv, jehoZ vlastnosti 1ze pomoci lyofilizace vyrazné optimalizovat, je kurkumin.
Kurkumin je pfirodni polyfenol znamy svymi protizanétlivymi, antioxidacnimi
a protinadorovymi u¢inky. Navzdory svému zna¢nému terapeutickému potencialu se kurkumin
vyznacuje nizkou rozpustnosti ve vodé, nestabilitou v biologickém prostfedi a omezenou
biologickou dostupnosti [4], [33]. Pravé nosi¢ové systémy piipravené lyofilizaci, predstavuji
zpusob, jak tyto farmakokinetické nedostatky piekonat. Umoznuji zlepSit jeho rozpustnost,
chrani jej pred degradacnimi procesy a zajisti efektivni uvoliiovani v cilovych tkanich [34],
[37], [39].

Ve studii Petry Michalicové a kol. byla zkouméana role lyofilizace jako podptrného procesu
pfi interakci mezi hyaluronanem a hydrofobnimi molekulami. Autofi vyuzili fluorescenéni
spektroskopii k hodnoceni interakci mezi hyaluronanem a pyrenem jako modelovou hydrofobni
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latkou. Vysledky wukazaly, ze proces lyofilizace vyznamné podporuje zpiistupnéni
hydrofobnich domén v polymerni matrici a tim usnadnuje interakci s hydrofobnimi latkami.
Studie tim naznacuje, ze lyofilizace muze byt vyuzita ke ¢astecné konformaci polymerniho
fetézce v 3D prostoru, ¢imz dochazi k posileni jeho schopnosti inkorporovat a stabilizovat
hydrofobni bioaktivni molekuly. Tato prace je vyznamna pro tuto diplomovou praci, nebot
naznacuje, ze lyofilizace mlize byt dilezitd nejen pii stabilizaci formulaci, ale i pfi podpoie
interakce mezi hydrofobni bioaktivni latkou, jako je kurkumin, a polysacharidovym nosic¢em,
jako je dextran [77].

Také v diplomové praci Kristiny Waczulikové byla feSena problematika ptipravy nosi¢ového
systému na bazi nativniho hyaluronanu a hydrofobnich molekul s vyuzitim programové fizené
lyofilizace. Cilem studie bylo ovétit, zda 1ze touto metodou u€inné podporovat interakce mezi
hydrofilnim polysacharidem a hydrofobnimi slou¢eninami. Autorka se zamétila na optimalizaci
parametri lyofilizaéniho procesu u systémi s hyaluronanem o dvou molekulovych
hmotnostech (13 kDa a 1,91 MDa), pficemz jako modelové hydrofobni latky byly vyuzity
fluorescenc¢ni sondy. Pfi pfipraveé systému byla pouzita smés vody a terc-butylalkoholu, jejiz
vlastnosti umoznily dosazeni efektivniho suseni mrazem. Zjisténi Waczulikové poskytuji cenné
informace o vlivu rozpoustédel, procesnich podminkach lyofilizace a vhodnych metodach
hodnoceni interakci, které Ize aplikovat i pfi vyvoji dextranovych nosica [78].

V publikaci Yingying Ma a kol. byl vyhodnocen inovativni nosi¢ovy systém pro distribuci
1€¢iv, jako je kurkumin pomoci technologie hybridnich nanokrystalti ur¢ené pro suché praSkové
inhalatory. Pfi této studii autofi porovnali vysledny systém, ktery byl pfipraven pomoci
lyofilizace a pomoci spray-drying metody. Hybridni nanokrystaly ciprofloxacinu
a N-acetylcysteinu doplnéné o L-leucin byly pouzity ke zpevnéni nanosuspenzi kurkuminu
s cilem zlepsit disperzi prasku pro suchou inhalaci (DPI). Analyzou TEM a SEM bylo zjisténo,
ze disperze, uniformita a tekutost nanosuspenzi suSenym rozpraSovanim je lepsi
nez U lyofilizovanych DPI. Tento systém podavani 1éki ma potencial byt pouzit pfi klinické
1é¢bé plicnich infekci ke zlepSeni ucinku 1é¢by a kvality Zivota pacientt [79].

Zatimco predchozi studie se soustiedila na inhalovatelné formy, Xinli Wang a kol.
se zabyvali optimalizaci biologické dostupnosti kurkuminu prostfednictvim nanokrystalickych
Pickeringovych emulzi pro oralni podani. Autofi Vv studii popisuji Gspésné vytvoieni
a charakterizovani nanokrystalického Pickeringova emulzniho systému (Cur-NSSPE) pomoci
vysokotlaké homogenizace a nasledné lyofilizace (Cur-NSSPE-FDP). Vysledky ukazaly,
ze Cur-NSSPE-FPD by mohl zlep$it kumulativni uvoliiovani kurkuminu in vitro, zvysit
vychytavani bunék RAW264.7 a Caco-2, podpofit transport kurkuminu ptes bunky Caco-2
a vyznamne zvysit oralni biologickou dostupnost [80].

V praci od Matheuse A. Chavese a kol. byl vyzkum vénovan obohaceni bézného surového
materidlu (kukuficného Skrobu) o kurkumin a vitamin D3 pomoci mokré aglomerace
za vysokého smykového napéti. Pfed samotnou aglomeraci byly tyto latky enkapsulovany
do liposomalnich disperzi, které nasledné prosly lyofilizaci. Vysledky prokazaly, ze timto
postupem lze uspeSné pripravit pseudo-ternarni smeési slozené¢ z kukuficného Skrobu,
maltodextrinu a lyofilizovanych liposomti s obsahem kurkuminu a vitaminu D3 [81].

Dalsi c¢lanek od Hanyun Jiang a kol. se zaméfuje na vliv ¢&tyf oligosacharida
(frukto-oligosacharidt, laktézy, inulinu a sacharézy) na fyzikalné-chemické vlastnosti,
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strukturni stabilitu a chovani nanoliposomti s kurkuminem pii in vitro trdveni pied a po
lyofilizaci. Vysledky ukazaly, ze piidani oligosacharidii inhibovalo zmény velikosti Castic
a snizilo unik kurkuminu z lyofilizovanych nanoliposomt. Oligosacharidy vyrazné zlepsily
fyzickou stabilitu lyofilizovanych nanoliposoml a zpomalily uvoliiovani kurkuminu béhem
in vitro traveni. Navic oligosacharidy sniZily hydrofobicitu membrany liposoma a tésnost
uspotradani fosfolipidovych molekul, coz vedlo k narustu mikropolarity a tekutosti
dvouvrstvych membran. Tyto vysledky naznacuji, ze frukto-oligosacharidy, laktéza a inulin
mohou byt G¢inné lyoprotektanty pro lyofilizované nanoliposomy [82].

Studie od Yongkai Yuan a Kkol. fe$i zlepSeni stability, biologické dostupnosti
a aplikovatelnosti kurkuminu prostfednictvim enkapsulace. Jako obalovy material byl pouzit
Selak. Diky své pH-dependentni deprotonaci a amfifilni povaze umoziuje tvorbu nanocastic.
Pomoci enkapsulace byla zvySena chemicka stabilita. Kromé toho se zlepSila biologicka
dostupnost kurkuminu na 75,95 %, coz je pfi¢itano pH-dependentni deprotonaci Selaku
(pti niz§im pH zustava nerozpustny), ktera hraje zasadni roli v jeho chovani jako obalového
materialu. Kurkumin s $elakem ma tedy Siroky komeréni aplikacni potencial [83].

Vyzkum lyofilizace v oblasti nosiCovych systémi 1éCiv potvrzuje jeji potencidl pro zlepseni
stability, biologické dostupnosti a u¢innosti terapeutickych latek, véetné kurkuminu. Védecké
studie se zabyvaji pouzitim rtznych forem polysacharidovych nosiovych systémi pro
enkapsulaci hydrofobnich molekul. Tyto technologie fesi farmakokineticka omezeni
kurkuminu a umoziuji jeho efektivni transport a uvoliiovani v cilovych tkénich. Dalsi vyvoj
téchto technologii by mohl vyznamné pfispét ke klinickému vyuziti kurkuminu a zlepSeni
terapeutickych vysledkd.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie

e nizkomolekularni nativni dextran ziskany z bakterie Leuconostoc mesenteroides,
sttedni molekulova hmotnost 6 kDa, CAS: 9004-54-0, vyrobce Sigma Aldrich (USA);

e vysokomolekularni nativni dextran ziskany z bakterie Leuconostoc mesenteroides,
stitedni molekulova hmotnost 1500-2800 kDa, CAS: 9004-54-0, vyrobce Sigma Aldrich
(USA);

e Kkurkumin pro syntézu, CAS: 458-37-7, vyrobce Sigma Aldrich (USA)

e deionizovana voda; Piistroj PureLab Flex;

e chloroform stabilni s amylenem, CAS: 67-66-3;

e ethanol absolutni pro UV, CAS: 64-17-5;

e terc-butylalkohol (bezvody > 99,5 %), CAS: 75-65-0, vyrobce Penta (CR);

e methanol pro UV, CAS: 67-56-1;

e n-hexan (95%) p.a., CAS:110-54-3.

3.2 Pouzité pristroje, programy a pomucky

e PureLab® Classic, deionizovana voda, vyrobce ELGA LabWater (UK);

e analytickd védha Denver, dilek 0,001 g, vyrobce Denver Instrument (Némecko);

e termogravimetricky analyzator Q5000 (TA Instruments, New Castle, Delaware, USA);

e program TA univerzal analysis pro vyhodnoceni TGA;

e michacka magnetickd Cimarec i Poly, vyrobce Thermo Scientific;

e chromatograf SEC-MALS-dRI; 0.6 ml/min 0.1 M NaNOs, objem nastiiku 100 ml,
kolona: PL aquagel-OH MIXED-M 8 um 300 x 7.5 mm;

o lyofilizator Gregor L4-110 PRO, vyrobce ThermoFisher Scientific;

e Thermo Scientific™ Nicolet™ iS ™ 50 FTIR Spektrometr, vyrobce ThermoFisher
Scientific (USA);

e program OMNIC 9, vyhodnocovani spekter z FTIR spektrometru;

e HORIBA Fluorolog-QM, Horiba Scientific;

e software FluorEssence V3.5, vyhodnocovani méfeni z fluorescenc¢niho spektrometru;

e U-3900H spektrometr, Hitachi High-Tech (Japan);

¢ Quorum/Polaron SC7640 Auto/Manual High Resolution Sputter Coater, vyrobce
Quorum Technologies (UK);

e skenovaci elektronovy mikroskop SEM ZEISS EVO® LS10, vyrobce CARL ZEISS
AG (Némecko);

e zobrazovani SEM: Software ZEISS SmartSem, program SmartSEM User Interface;

e software Microsoft Office Excel 2016, zpracovani dat;

e program Origin 2019b 64Bit;

e EPP MiniSpin plus centrifuga, vyrobce Eppendorf;

e Varian Cary 50 Probe UV-Visible spektrofotometer, vyrobce Varian Analytical
Instruments;

e software Cary WinUV, vyhodnocovani méteni z UV/Vis spektrofotometru.

e HPLC Ultimate 3000 s RI detektorem, vyrobce ThermoFisher Scientific.

e plynovy chromatograf Trace 1300, vyrobce ThermoFisher Scientific.
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3.3 Priprava vzorki

3.3.1 Piiprava vzorki pro analyzu SEC-MALS-dRI

Pro méfeni bylo potieba piipravit roztoky vysokomolekularniho (1 500 kDa)
a nizkomolekuldrniho (6 kDa) nativniho dextranu. U vysokomolekuldrniho dextranu bylo
do 5 ml odmérné banky navazeno 5 mg zakoupeného nativniho dextranu a poté byla odmérna
baika doplnéna po rysku 0,1 M roztokem NaNOs. Vysledna koncentrace tohoto roztoku tedy
ginila 1 mg-mlt. U nizkomolekularniho dextranu byl pouZit stejny postup, avsak navazeno
bylo 25 mg a vysledna koncentrace ¢inila 5 mg-ml 2.

3.3.2 Priprava vzorki pro méieni fluorescenénich spekter a UV/Vis

Byly ptipraveny roztoky kurkuminu v rozpoustédlech: chloroformu, ethanolu a v deionizované
vodé. Nejprve byly piipraveny zasobni roztoky kurkuminu ve vSech rozpoustédlech
o koncentraci 1:10* g-mol ™. Do t¥i odmérnych ban&k bylo navazeno 1,84 mg kurkuminu.
Kazda baiika byla poté doplnéna po rysku ptislusnym rozpoustédlem. Do ban¢k byla ptidana
magneticka michatka a roztoky byly 3 dny michany na magnetické michaéce. Po ukonceni
michani byly pfipraveny roztoky o koncentraci 2-10~°mol-I"t. Pomoci sklenéné pipety bylo
z kazdého zasobniho roztoku ptepipetovano 0,2 ml do 10 ml sklenéné vialky , ktera byla
nasledné¢ doplnéna 9,8 ml odpovidajiciho rozpoustédla. U deionizované vody bylo malé
mnozstvi roztoku nasato do plastové stiikacky a na stiika¢ku byl nasazen filtr, pies filtr bylo
do vialky ptevedeno 0,2 ml roztoku kurkuminu v deionizované vodé. Poté bylo pomoci
sklenéné pipety piepipetovano 9,8 ml deionizované vody. Pfipravené roztoky byly piekryty
vickem a parafilmem a vlozeny do lednicky do doby méteni.

3.3.3 Priprava vzorki pro lyofilizaci

Byly pfipraveny zasobni roztoky vysokomolekularniho a nizkomolekuldarniho dextranu
v deionizované vodé o koncentraci 0,5 %. Do dvou odmérnych banék o objemu 100 ml bylo
navdzeno vypocitané mnozstvi dextranu. Vzhledem k pfitomnosti zbytkové vlhkosti
v materidlu byly navazky upraveny dle pfedchoziho stanoveni vlhkosti. Pro vysokomolekularni
dextran ¢inila navazka 0,5379 g a pro nizkomolekularni 0,5255 g. Navazky byly kvantitativné
ptevedeny do odmérnych ban¢k a banky byly doplnény po rysku deionizovanou vodou.
Do ban¢k byly vloZeny magnetickd michatka a baiky byly uzavieny vickem a parafilmem.
Roztoky byly michany na magnetické michacce 5 dni. Déle bylo potieba pfipravit roztok
kurkuminu v terc-butylalkoholu o koncentraci 1-10™° M. Nejdfive byl pfipraven zasobni roztok
o0 koncentraci 1-10™*M. Do 50 ml odmérmné baiiky bylo navaZeno a kvantitativné pievedeno
1,84 mg, baiika byla poté dopInéna po rysku bezvodym 99,5% terc-butylalkoholem. Baiika byla
uzaviena a protfepana a poté z ni bylo pfepipetovano 5 ml do ¢isté odmérné baiky o objemu
50 ml. Tato banka byla poté dopInéna po rysku bezvodym 99,5% terc-butylalkoholem. Byl tak
vytvofen roztok o koncentraci 1-10° M. Z diivodu, Ze terc-butylalkohol krystalizuje jiZ pti
25,5 °C, bylo nutné mit zasobni roztok o koncentraci 1-10™*M ponoteny v kadince s teplou
vodou. Baiika byla uzaviena vickem a parafilmem a poté byla protfepana a vlozena do lednicky.
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Tésné pred lyofilizaci byly smichany zadsobni roztoky dextrani (HMW a LMW) a kurkuminu
v terc-butylalkoholu v poméru 4:1 do dvou plastovych vialek o objemu 50 ml. Kazdy
z ptipravenych roztokd byl rozdélen do 5 plastovych vialek po objemu 10 ml. Do dvou
plastovych vialek byly nachystany vzorky, které obsahovali pouze 50 ml roztoku dextranu
V deionizované vodé. Vzorky byly v jedné sérii zmrazeny v mrazaku, vialky byly uzavieny
buni¢inou upevnénou gumovym krouzkem a vlozeny do lyofilizatoru. V druhé sérii byly
ptipraveny pouze vzorky dextrant s kurkuminem v poméru 4:1 a tyto vzorky byly zmrazeny
pomoci kapalného dusiku, uzavieny buni¢inou upevnénou gumovym krouzkem a vlozeny
do lyofilizatoru.

3.3.4 Piiprava kalibraéni Fady pro UV-Vis stanoveni kurkuminu.

Nejdiive bylo nutné pro vytvoreni kalibraéni pifimky pfipravit roztoky kurkuminu
v terc-butylalkoholu o rtznych koncentracich. Zvolené koncentrace byly: 1-107°; 5-1075;
2,5-10% 1,6:10°mol-I"t.  Nejprve byl pfipraven zasobni roztok kurkuminu
v terc-butylalkoholu o koncentraci 1-107* mol-I"Y. Tento roztok byl postupné fedén
na jednotlivé koncentrace. Dale bylo zvlast' rozpusténo 43 mg vzorku v 5 ml deionizované
vody a 5 ml terc-butylalkoholu.

Stejnym zpisobem byla vytvotena kalibra¢ni fada pro kurkumin rozpustény v ethanolu pro
optimalizaci méfeni pro UV/Vis analyzu. Zvolené koncentrace pro kurkumin v ethanolu byly:
4.10°% 2.10°% 3,2.10°% 1,6:10°% 1,28:10°® mol-I"%. Pro pfipravu roztoku vzorku bylo
rozpusténo 21,7 mg kurkuminu v5ml ethanolu. Rozpustén byl vzorek lyofilizovaného
dextranu s kurkuminem zmrazenym pomoci dusiku.

3.3.5 Priprava kalibracni fady pro plynovou chromatografii

Pro vytvofeni kalibra¢ni fady byl rozpoustén TBA v hexanu. Pro toto méfeni byla pfipravena
kalibra¢ni tfada o koncentracich: 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 120 ppm, 200 ppm. Nejdiive
byl ptipraven zasobni roztok, kdy bylo piepipetovano 24,2 ul terc-butylalkoholu do 25 ml
odmérné banky a ta byla poté doplnéna po rysku hexanem. Tento roztok byl postupné fedén
na jednotlivé koncentrace. Roztoky vzorku byly ptipraveny rozpusténim 10 mg vzorku v 1 ml
hexanu v plastovych vialkach s uzavérem. Rozpoustény byly vzorky lyofilizovaného dextranu
s kurkuminem zmrazenym pomoci dusiku (HMW 1.série, HMW 2.série, LMW 1.série,
LMW 2.série). Takto piipravené roztoky byly centrifugovany, pro odstranéni nerozpusténého
polymeru a supernatant byl pfeveden do malé vialky. Roztoky byly ponechany do méfeni
v mrazaku. Vzorky byly pfed analyzou piefiltrovany.

3.3.6 Priprava kalibraéni fady pro HPLC

Pro vytvoreni kalibra¢ni fady kurkuminu v methanolu byly vytvofeny roztoky o koncentraci:
5.10°% 3.10% 2.10°% 1.10°% 0,5:10°° mol-I"2. Nejdiive byl pfipraven zdsobni roztok
0 koncentraci 1-10~° mol-I" 0 objemu 5 ml, ze kterého bylo odebirano ur¢ité mnozstvi do HPLC
nadobek a ty byly poté doplnény na objem 1 ml methanolem. Daéle byly pfipraveny roztoky
vzorku, kdy byl v plastovych vialkach s uzavérem rozpustén 1 mg vzorku v 1 ml methanolu.
Rozpoustény byly vzorky lyofilizovaného dextranu s kurkuminem zmrazenym pomoci dusiku
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(HMW 1.série, HMW 2.série, LMW 1.série, LMW 2.série). Takto pfipravené roztoky byly
centrifugovany, pro odstranéni nerozpusténého polymeru a supernatant byl preveden do malé
vialky. Roztoky byly ponechiany do meéfeni v mrazaku. Vzorky byly pied analyzou
prefiltrovany.

Pro vytvofeni kalibra¢ni tfady terc-butylalkoholu v deionizované vodé byly vytvofeny
roztoky o koncentraci: 10 ppm; 50 ppm; 100 ppm; 120 ppm; 200 ppm. Nejdtive byl pfipraven
zasobni roztok piepipetovanim 32,5 ul terc-butylalkoholu do 25 ml odmérné barky, ktera byla
doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Byl tak pifipraven roztok o koncentraci 1 000 ppm.
Ze zésobniho roztoku bylo odebirdno urcité mnozstvi do HPLC nadobek a ty byly poté
doplnény na objem 1,5 ml deionizovanou vodou. Dale byly ptipraveny roztoky vzorkt, kdy
bylo v plastovych vialkach s uzavérem rozpusténo 10 mg vzorku v 1 ml deionizované vody.
Rozpoustény byly vzorky lyofilizovaného dextranu s kurkuminem zmrazenym pomoci dusiku
(HMW 1.série, HMW 2.série, LMW 1.série, LMW 2.série). Takto pripravené roztoky byly
pfevedeny do malé vialky. Roztoky byly ponechany do méfeni v mrazdku. Vzorky byly pied
analyzou prefiltrovany.

3.4 Postup méreni

Nejdiive byla zmétena presna molekulova hmotnost zakoupenych dextrant 1 500 kDa a 6 kDa
pomoci vylucovaci chromatografie (SEC-MALS-dRI). Jesté pied lyofilizaci mohlo prob&hnout
méfeni fluorescencnich spekter na fluorologu. 3D spektra byla zméfena pro roztoky kurkuminu
v ethanolu, chloroformu a deionizované vod€. Pfipravené zasobni roztoky dextrant
Vv deionizované vod¢ byly smichany s roztokem kurkuminu v terc-butylalkoholu v poméru 4:1.
Takto smichané roztoky byly zmraZeny V jedné sérii v mrazdku a v druhé sérii pomoci
kapalného dusiku a poté byly lyofilizovany. Poté probihala veskera méfeni pro zjisténi
ucinnosti procesu suSeni mrazem a stanoveni zbytkového mnozstvi terc-butylalkoholu. Série
vzorkl byla pozdéji ptipravena po tieti a zmrazena dusikem a zlyofilizovana. Byla provedena
ATR-FTIR spektrometrie, fluorescencni spektrometrie a skenovaci elektronova mikroskopie.
FTIR spektrometrie byla rovnéz pouzita ke charakterizaci nelyofilizovanych vzorkl dextranu.
Pro stanoveni zbytkového mnozstvi terc-butylalkoholu v pfipraveném nosi¢i byla pouzita
plynova a kapalinova chromatografie. Dale bylo analyzovano mnozstvi kurkuminu v nosici
pomoci UV/Vis a HPLC.

3.4.1 Stanoveni molekulové hmotnosti dextranu pomoci SEC-MALS-dRI

Pro stanoveni pfesné molekulové hmotnosti zakoupenych dextrand bylo provedeno méteni
na chromatografu SEC-MALS-dRI. Jednd se o vylucovaci chromatografii ve spojeni
s vicethlovym statickym rozptylem svétla a diferencidlni refraktometrii. Vylucovaci
chromatografie (SEC) je technika, ktera se pouziva pro separaci makromolekul podle jejich
velikosti v roztoku. Molekulova hmotnost je odvozovana z elu¢niho objemu vzorku na zaklade
srovnani s kalibra¢nimi standardy. Viceuhlovy rozptyl svétla (MALS) pfedstavuje absolutni
metodu stanoveni molekulové hmotnosti, protoze je zaloZen na pfimém méfeni podilu intenzity
svétla rozptylené¢ho analytem do vice uhli vzhledem k dopadajicimu laserovému paprsku.
Ze zakladnich fyzikalnich rovnic lze pfi znalosti koncentrace a optickych parametri vypocitat
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hmotnostni praimérnou molekulovou hmotnost (Mw). Pfi této metod¢ je pouzit detektor dRI
(diferencialni refraktometr), ktery je citlivy na zménu indexu lomu roztoku zpusobenou
ptitomnosti rozpusténé latky. dRI je univerzalni koncentracni detektor, vhodny zejména pro
latky jako jsou polysacharidy, které neabsorbuji UV zafeni. Diky kombinaci SEC-MALS-dRI
je metoda vhodna pro charakterizaci polymernich systéma jako jsou dextrany, bez nutnosti
kalibrace vuci standardim [84], [85].

Mg¢teni bylo provedeno pii dvou objemech nastiiku: 100 pl. Méfeni bylo pro oba dextrany
opakovano trikrat.

3.4.2 Nastaveni priibéhu susSeni
Lyofilizator byl nastaven na parametry uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Nastavené parametry procesu lyofilizace.

Krok T polic [°C] Nastaveny tlak [hPa] | Limitni tlak [hPa] | Délka kroku [min]
1 =20 1,5 5,0 600
2 -15 1,0 5,0 600
3 -10 0,5 1,5 450
4 -5 0,5 1,5 300
5 0,0 1,5 300
6 0,0 1,5 600
7 20 0,0 1,5 300
8 30 0,0 1,5 600

Po lyofilizaci byly vzorky do méteni ponechany ve vialkach v exsikatoru, aby neabsorbovaly
vzdusnou vlhkost.

Obr. 3: Vzorky viozené v lyofilizatoru.
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3.4.3 Meéfeni vlhkosti vzorkii pomoci termogravimetrické analyzy

Do platinového drzdku vzorku bylo navdzeno malé mnozstvi lyofilizovanych
I nelyofilizovanych vzorkti dextranu. Nasledné byly tyto vzorky zahiivany az do teploty
198 °C. Béhem ohtevu byl pomoci pfistroje zaznamenavan ubytek hmotnosti az do dosazeni
konstantni hodnoty. Naméfené udaje byly zaznamenadny a zpracovany v softwaru
TA Instruments Trios, verze 5.6.0.75. Zjistény ubytek hmotnosti odpovida obsahu zbytkové
vlhkosti ve vzorcich.

3.4.4 3D Fluorescenc¢ni spektrometrie

Fluorescenc¢ni spektra byla ziskana pomoci excitacné-emisni matrice (EEM). Tato metoda méii,
jak intenzivné latka fluoreskuje pii riznych kombinacich excitaénich a emisnich vinovych
délek. EEM je 3D sken, jehoZ vysledkem je obrysovy graf zavislosti tii veli¢in: excitaéni vinové
délky, emisni vinové délky a intenzity fluorescence, ktery se pouziva k analyze fluorescen¢niho
chovani latek. Ptistroj Fluorolog se sklad4 z xenonové vybojky jako svételného zdroje, dvou
monochromatort, které rozptyluji svétlo na vinové délky, optiky, ktera odstrainuje interferenci,
a detektoru [86].

Naméfena fluorescenéni spektra mutze zkreslovat vnitiniho filtracni efekt, ktery vznika
v disledku absorpce, ke které dochazi pii vysSSich koncentracich vzorku. Vzorek casteéné
absorbuje vlastni emitovanou fluorescenci. Tento efekt se da korigovat sekundarnim meétenim
na UV/Vis spektrofotometru a nasledné upravy naméfeného fluorescenéniho signalu [87].

Byla naméfena fluorescencni spektra ptipravenych roztokit kurkuminu v rozpoustédlech.
Roztok byl nalit do kfemenné kyvety a byl vlozen do piistroje. Na piistroji byly nastaveny
vlnové délky excitace a emise na zaklad¢ reSerSe pro jednotlivé rozpoustédla a bylo spusténo
mefteni. Hodnoty pro ethanol byly: Excitace v rozmezi od 270-480 nm s krokem méfeni
5,0 nm, emise: v rozmezi 440—-650 nm s krokem méfeni 5,0 nm. Dale byly nastaveny velikosti
Stérbiny na 4 nm u excitace i emise. Detektor byl nastaven na T1c/R1c, tak aby byly korigovana
neidealita budiciho (excita¢niho) zafeni.

Hodnoty pro chloroform: Excitace v rozmezi 300—490 nm s krokem méteni 5,0 nm, emise:
v rozmezi 430—650 nm s krokem méteni 5,0 nm. Dale byly nastaveny velikosti §térbiny na 4 nm
u excitace i emise. Detektor byl nastaven na T1c/R1c.

Hodnoty pro deionizovanou vodu: Excitace v rozmezi od 300—490 nm s krokem méfeni
5,0 nm, emise: v rozmezi 250-500 nm s krokem méfeni 5,0 nm. Dale byly nastaveny velikosti
Stérbiny na 4 nm u excitace i emise. Detektor byl nastaven na T1c/R1c.

3.4.1 Méreni vnitiniho filtraéniho efektu

UV/Vis je technika, ktera méti mnozstvi vinovych délek UV nebo viditelného svétla, které jsou
absorbovany nebo prostupovany vzorkem. M¢éteni probihd tak, ze vzorek je ozéafen svétlem
a detekuje se, kolik zateni bylo absorbovéno pfi riiznych vinovych délkach. Ptistroj je sloZzen
ze zdroje svétla, monochromatoru, ktery propousti jen urcitou vinovou délku, a detektor [88].
Na méfeni byl pouzit zakoupeny kurkumin rozpustény v rozpoustédlech chloroformu
a ethanolu o koncentraci 2-10® mol-1"%. Vzorky byly pfeneseny do kifemenné kyvety a ty byly

35



vlozeny do spektrometru. Byly nastaveny parametry méfeni pro vzorek s chloroformem:
VInocet 300-650 nm. Pro ethanol: VInocet 270-650 nm.

Toto méfeni je dilezité pro eliminaci vnitfniho filtraniho efektu. Namétfené hodnoty
z méfeni fluorescenéniho spektra a UV/Vis se vlozi do rovnice (1). Za Fn se dosadi naméfena
hodnota fluorescence a za A excitace a A emise se dosadi naméfené hodnoty absorbance
pomoci UV/Vis. Vysledek Fy je upravena hodnota fluorescence.

A excitce+A emise)

Fp = Fp- 10( 2 (1)

3.4.2 Meéfeni na ATR-FTIR spektrometru

ATR-FTIR je infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci a rezimem utlumené
celkové odrazivosti. Tato metoda analyzuje chemické vazby a funkéni skupiny ptitomné
ve vzorku. Lze tak ziskat informace o molekularni struktufe a slozeni vzorku. ATR-FTIR mé&fi
absorpce infracervené¢ho svétla vzorkem, ktery je umistény na opticky hustém krystalu
s vysokym indexem lomu. Infracervené svétlo sviti na vzorek na rozhrani krystal-vzorek,
coz zpusobuje, ze Cast svétla je absorbovana a ¢ast je odrazena zpét. Tato metoda tak analyzuje
rota¢né-vibracni energetické stavy v zavislosti na zménach dip6élového momentu molekuly,
ke kterym dochazi pii kontaktu infraterveného paprsku se vzorkem [89], [90].

Na ATR-FTIR spektrometru byly zméteny nelyofilizovany dextran a kurkumin a pfipravené
lyofilizované vzorky. V programu OMNIC byly nastaveny parametry méfeni: VInocet
4000400 cm™ s rozlisenim 8cm™ a poétem akumulovanych skenii 64. ATR krystal
byl o¢istén pomoci buni¢iny a ethanolu. Jako pozadi byla zaznamenana vzdusna vlhkost
Vv laboratofi. Poté bylo na krystal naneseno malé mnozstvi vzorku. Vzorek byl pfitlacen
na krystal pomoci ptitlaéného zatizeni, a bylo spusténo méfeni. Po skonceni méfeni byl krystal
znovu oc€istén buniCinou a ethanolem. Namétend data v programu OMNIC byla uloZena
a exportovana do programu MS Excel. Naméfena spektra byla pozdéji upravena v programu
Origin a piepsana do grafu.

3.4.3 Méreni na SEM

Skenovaci elektronova mikroskopie je spektroskopicka technika, ktera skenuje testovany
vzorek fokusovanym elektronovym paprskem. Tento paprsek vytvaii obraz jeho povrchu
s vysokym rozliSenim. Vzorek je umistén do vakuové komory, aby proud elektroni dopadal
pouze na vzorek, protoze jakékoliv jiné molekuly mohou zkreslovat obraz. Elektronovy paprsek
se odrazi od vzorku a generuje dva typy elektronii: zpétné odrazené elektrony a sekundarni
elektrony. Oba typy se pouzivaji k vytvoieni konecného obrazu. Zpétn¢ odrazené elektrony
se odrazeji smérem k pocatku paprsku a jsou zaznamendvany zpétné rozptylenym
elektronovym detektorem. Sekundérni elektrony se odrazeji od povrchu vzorku vSech sméri
a jsou zaznamenany detektorem sekundarnich elektront [91].

Pro méfeni byly pouzity lyofilizované vzorky a referencni vzorek zakoupeného
nelyofilizovaného dextranu. Malé mnozstvi vzorku bylo naneseno na kovovy drzék opatieny
uhlikovou paskou. Pied samotnym méfenim byly drzédky se vzorky vlozeny do naprasovaci
jednotky Quorum/Polaron SC7640, kde doslo k pokovani vzorki zlatem. Pokovené vzorky
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byly nésledné pieneseny do elektronového mikroskopu. Snimkovani bylo provedeno pfi
zvétSeni 100x,1 000x a 5 000x a ziskané snimky byly dale zpracovany v softwaru SmartSEM.

3.4.4 UV/Vis stanoveni kurkuminu v nosi¢ovém systému

Pro stanoveni mnozstvi kurkuminu ve vzorku byla pouzita UV/Vis spektrofotometrie.
Jako prvni krok byla do piistroje vloZena kiemenna kyveta s deionizovanou vodou, ktera byla
zméfena jako pozadi (blank). Roztoky kalibra¢ni fady a vzorku byly nality do kfemenné kyvety
a ta byla vloZena do pfistroje. Byly nastaveny hodnoty vinové délky od 600 nm do 300 nm
a bylo spusténo méfeni. Zméfené hodnoty se zobrazovaly v programu UV Solutions.

U méfeni kurkuminu v ethanolu byl jako slepy vzorek pouzit ethanol. Postup méteni
byl stejny jako u méfeni kurkuminu v terc-butylalkoholu. Naméfena data byla zobrazena
v programu Varian Scan.

3.4.5 Stanoveni rezidui terc-butylalkoholu pomoci plynové chromatografie

Pro analyzu zbytkového mnoZzstvi ko-rozpoustédla v lyofilizovanych vzorcich byla pouzita
plynova chromatografie (GC). Plynova chromatografie oddéluje tékavé slozky ve smési.
Rozpustény vzorek se zahiiva a jeho pary nese nosny plyn do kolony, kde jsou jednotlivé slozky
smési separovany na zaklad¢ interakce se stacionarni fazi kolony. Rizné latky prochazeji
kolonou rozdilnou rychlosti [92].

Nastaveni chromatografu se odkazuje na postup z prace od K. Samuela Barnabas a kol.
(2018). Pro tuto analyzu byla pouzita kolona Lion GC (30 m). Jako nosny plyn bylo pouzito
helium o priitoku 3,5 ml-min~t. Teplota byla nastavena na 220 °C. Rychlost zvySovani teploty
byla postupné zvySovana: Z40°C do70°C byla rychlost 5°C-min, poté do 170 °C
byla rychlost 15°C-mint a poté do 220 °C byla rychlost 40 °C-min~t. Celkovd doba
chromatografie byla nastavena na 30 minut [93].

3.4.6 Stanoveni terc-butylalkoholu pomoci HPLC chromatografie

Pro stanoveni zbytkového mnoZstvi ko-rozpoustédla v lyofilizovanych vzorcich byla pouzita
také vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Tato technika se pouziva k separaci
a stanoveni jednotlivych slozek smési. Kapalny vzorek je unaSen mobilni fazi kolonou, ktera
je naplnéna stacionarni fazi a jednotlivé slozky se separuji na zaklad¢ interakce se stacionarni
fazi. Separované slozky jsou pak stanoveny v detektoru [94].

Nastaveni procesu pro stanoveni kurkuminu se odkazuje na postup z diplomové prace
od Bc. Ivana Kovacova (2016). Zvolena kolona byla Kinetex 5u C18 (4,6 x 150 mm). Kolona
byla v termostatu zahtivana na 30 °C a pritok mobilni faze byl nastaven na 1 ml-min~*. Objemu
nastfiku vzorku byl nastaven na 20 pl a detekce latek probihala v detektoru pti vinové délce
420 nm [95].

Nastaveni procesu pro stanoveni terc-butylalkoholu se odkazuje na postup z diplomové prace
od Bc. Zuzana Strapcova (2019). Zvolena kolona byla Rezex ROA-Organic Acid H+. Jako
mobilni faze byla zvolen roztok 5mmol-It H,SO4. Kolona byla v termostatu zahtivana
na 60 °C a priitok mobilni fize byl nastaven na 6 ml-min—1. Objem nastiiku vzorku byl nastaven
na 10 ul [96].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vysledna molekulova hmotnost dextranu

pomoci  SEC-MALS-dRI  stanovilo  ptesnou  molekulovou  hmotnost
nizkomolekularniho dextranu na 6,03+0,21 kDa a vysokomolekularniho dextranu
na 1630,4 + 9 kDa. Tyto molekulové hmotnosti piiblizné odpovidaji hmotnostem uvadénych
prodejcem.

Méreni

4.2 Termogravimetricka analyza

Pomoci TGA byly naméfeny poklesy hmotnosti, které¢ se rovnaji procentualni vlhkosti ve
vzorku. Vysledky byly zaznamenany v hmotnostnich procentech a jsou uvedeny v Tab. 2,
Tab. 4. a Tab. 4.

Tab. 2: Namérené hodnoty vihkosti dextrami pred lyofilizaci pomoci TGA.

Vzorek VIhkost [hm.%]
6,03 kDa 5,10
1630,4 kDa 7,59

Tab. 3: Namérené hodnoty vihkosti vzorkii dextranu bez kurkuminu po lyofilizaci pomoci TGA.

Vzorek VIhkost [hm.%]
6,03 kDa 5,44
1630,4 kDa 6,92

Tab. 4: Namérené hodnoty vihkosti vzorkii dextranu s kurkuminem po lyofilizaci pomoci TGA.

Vzorek

VIhkost [hm.9%]

Pramérna vlhkost
[hm.%]

7,99
7,74
7,88
7,16
7,69
8,82
9,15
9,15
8,85
8,62

6,03 kDa 7,69

1630,4 kDa 8,79

Vyss§i hodnota primémé vlhkosti u HMW dextranu je pravdépodobné zplisobena vyssi
hygroskopi¢nosti a vétSim specifickym povrchem, ktery umoznuje vyssi sorpci atmosférické
vlhkosti. Vys$8i hodnoty vlhkosti u vzorkd po lyofilizaci mohou byt zptisobeny absorpci
vzdusné vlhkosti pii manipulaci se vzorky. Dale lze pozorovat, ze lyofilizované vzorky
dextrani (viz Tab. 4) vykazovaly vys$i procentualni obsah vlhkosti ve srovnani
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Excitace [nm]

s nelyofilizovanymi vzorky (viz Tab. 2). Tento jev lze vysvétli tim, ze béhem lyofilizace vznika
porovita struktura s velmi vysokym specifickym povrchem, do které se muze vazat vétsi
mnozstvi vzdu$né vlhkosti nez u nativniho dextranu. U vzorkl dextranu bez kurkuminu
(viz Tab. 3) je vsak i pfes to, ze prosly procesem lyofilizace vlhkost velmi podobné nativnimu
dextranu. Tyto hodnoty lze vysvétlit tim, Ze tyto dané vzorky byly zamrazeny vV mrazaku, a
ne pomoci kapalného dusiku. Metodou SEM je mozné pozorovat, ze struktura u vzorkl
zamrazenych vV mrazdku neni tolik pérovita jako vzorky, které byly zmrazeny v kapalném
dusiku, a tedy do takové struktury se nenavaze tolik vody. Podivame-li se dale na procentualni
rozdil mezi systémy s modelovym léCivem a bez néj, je mozno si pov§imnout, Ze u obou
molekulovych hmotnosti dochazi k procentudlnimu zvysSeni mnozstvi vody pfiblizné o dvé
procenta. Je tedy moZno konstatovat, Ze i samotna pfitomnost kurkuminu ma vliv na rehydrataci
systému.

4.3 3D fluorescenéni spektrometrie

Fluorescenc¢ni vlastnosti kurkuminu byly hodnoceny pomoci 3D fluorescencni spektroskopie.
Cilem bylo porovnat chovani kurkuminu v prostfedich s rozdilnou polaritou: ethanolu,
chloroformu a deionizované vodé. Ugelem tohoto méfeni bylo lepsi pochopeni interakéniho
chovani kurkuminu v riznych matricich. Vysledna data prezentovana na Obr. 4 a Obr. 5 jiz
zahrnuji korekci na vnitini filtracni efekt, kterd byla provedena na zaklad¢ doplitkového méteni
pomoci UV/Vis spektroskopie.

4.3.1 Spektrum kurkuminu v ethanolu

Na zaklad¢ spektra (Obr. 4) bylo pozorovano intenzivni fluorescenéni maximum v oblasti
excitaénich vinovych délek cca 410-440 nm s emisi v rozmezi 510-550 nm. Ethanol jako
polarni protické rozpoustédlo podporuje stabilni fluorescen¢ni odezvu kurkuminu, ptficemz
dochazi k posunu fluorescenéniho maxima smérem k del$im vlnovym délkam (niz$i energii),
coz je typické pro interakci s polarnim prostfedim.

4.3.2 Spektrum kurkuminu v chloroformu

Ethanol Tle/Rlc [CPS / MicroAmps] Chloroform Tle/Rle [CPS/ MicroAmps]
1865000 £94000

1631875 782250

1398750 450 670500
1163625 558750
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.
233125 .

o 11750
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]
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Obr. 4: Fluorescen¢ni 3D spektra kurkuminu v ethanolu a v chloroformu.
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Chloroform je malo polarni aprotické rozpoustédlo. Spektrum kurkuminu rozpusténého
v chloroformu (Obr. 4) vykazovalo fluorescenéni maximum V excitatnim pasmu okolo
400430 nm a v emisnim pasmu kolem 460-500 nm. Fluorescen¢ni intenzita je mensi
jak u ethanolu a fluorescen¢ni maximum je pozorovano pii kratSich emisnich vinovych délkach
nez v ethanolu.

4.3.3 Spektrum kurkuminu ve vodé

Tlc/Rle [CPS/ MicroAmps]

. 16350000

12412500

500

450

K2750040

I:ll'{'*inu
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Obr. 5: Fluorescen¢ni 3D spektrum kurkuminu v deionizované vode¢.

Na rozdil od piedchozich rozpoustédel byla u vodného roztoku kurkuminu (Obr. 5)
fluorescencni intenzita velmi nizka, coz potvrzuje chovani, které bylo diive popsano ve studii
od Priyadarsini et al. (2009), fluorescenéni intenzita kurkuminu je v pfitomnosti vody vyrazné
sniZzena ve srovnani s organickymi rozpoustédly. Divodem nizkych hodnot fluorescence milize
byt nizkd rozpustnost kurkuminu ve vodé a jeho tendence agregovat, ¢imZ dochazi
k vyznamnému zhaseni fluorescence. Pozorované signaly odpovidaji Rayleighovu rozptylu
[97].

Vysledky fluorescencni analyzy potvrdily vyznamny vliv prostfedi na optické vlastnosti
kurkuminu. Nejvyssi fluorescen¢ni intenzita byla pozorovéana v ethanolu, coZ potvrzuje jeho
vhodnost jako rozpoustédla pii spektroskopickém sledovani kurkuminu. Ethanol je velmi
podobny terc-butylalkoholu, a tedy i terc-butylalkohol mtze byt vhodné ko-rozpoustédlo pro
vytvofeni nosicovych systému pro hydrofobni 1é¢iva pomoci lyofilizace. Kurkumin tedy
fluoreskuje pouze v omezeném rozsahu rozpoustédel a ve vodeé témét nefluoreskuje, proto
se kurkumin neda povazovat za fluorescencni sondu.

I kdyz 3D fluorescencni spektroskopie slouzi k analyze fluorescenénich vlastnosti
kurkuminu, tato metoda neni dostate¢na pro pfimé potvrzeni navazani kurkuminu na nosi¢ovy
systém. NosiCové systémy byly pfipraveny ve vodném prostiedi (80 % voda a 20 %
tercbutylalkohol), kde tedy muze dochazet k agregaci, coz vede k vyraznému zhaseni
fluorescence a nemusela by byt naméfena témét zadna fluorescence, coz se také potvrdilo
pfi snaze seznamit se s fluorescen¢nimi vlastnostmi lyofilizovanych systémd.
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4.4 ATR-FTIR spektrometrie

ATR-FTIR spektroskopie byla vyuzita k sledovani zmén v molekulové struktufe dextranu.
Zmeény molekulové struktury mohou potvrdit vznik hydrofobnich domén a navazani
hydrofobniho  kurkuminu do  struktury dextranu. Vzorky byly pfipraveny
z vysokomolekularniho (HMW) a nizkomolekularniho (LMW) dextranu, a to v nativni podobé,
po lyofilizaci bez kurkuminu (oznaceny jako ,,¢isty*) a po inkorporaci kurkuminu. Veskeré
grafy zobrazuji zavislost normalizované absorbance na vilnoc¢tu a byly vytvofeny v programu
Origin 2019b.
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Obr. 6: Zavislost normalizované absorbance na vinoctu HMW a LMW nativniho dextranu Se

zaznamenanymi funkcnimi skupinami.

Na Obr. 6 je znazornéno FTIR spektrum HMW a LMW nativniho dextranu v rozsahu
4000400 cm™. V grafu jsou zndzornény charakteristické absorpéni pasy odpovidajici
skupindm ptfitomnym ve struktufe dextranu.

Pro piifazeni funkénich skupin se vychézelo z bakalatské prace [98]. Siroké absorpéni pasmo
pozorované v oblasti 3000-3500 cm™! Ize ptifadit valen¢nim vibracim O—H skupin, které jsou
pfitomné jak v alkoholovych funkcich molekul, tak ve vodé€ adsorbované ze vzduSné vlhkosti.
Absorpéni pas v okoli 2900 cm™ odpovida valenénim vibracim C—H vazeb v methylenovych
skupin. Pas pfi 1643 cm™ je spojovan s valen¢ni vibraci O—H skupin molekul sorbované vody.
Slabsi pas zaznamenany pii 1455 cm™ lze interpretovat jako deformacni vibrace —CHz— skupin.
Dalsi pas, nachéazejici se pii 1420 cm™, odpovida vibraci hydroxylovych skupin ptfitomnych
Vv polysacharidové matrici. Pfi 1345 cm™ se nachéazi absorp¢ni pas spojeny s deformacnimi
vibracemi methylenovych skupin. Pas detekovany pii 1270 cm™ souvisi s vibracemi
primarnich a sekundarnich alkohold, pfipadné muze souviset s vibracemi etherovych skupin,
ptitomnych v  cyklické struktufe polysacharidu. Oblast mezi 1000-1150 cm™
je charakteristicka pro polysacharidy, nebot’ zde dochazi k absorpci spojené s vibracemi
glykosidickych ~ vazeb. Konkrétn¢, pas pifi 1145cm™ je pfipisovan vibraci
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a-1,6-glykosidické vazby a signal v oblasti 1103 cm™ je ptipisovan vibraci a(1,3)glykosidické
vazby. Pas lokalizovany kolem 1075 cm™ se vztahuje k asymetrickym vibracim v C-O-C
etherovych skupinach, zatimco pas pii 912 cm™' odpovida symetrickym vibracim téchto vazeb.

Nejvyraznéjsi signal byl pozorovan v oblasti 1000 cm™, ktery odpovida valen¢ni vibraci
C—0 vazby v OH skupinéch v alkoholu. Zména posunu tohoto piku naznacuje moznou interakci
mezi dextranem a kurkuminem. Pfi navazani 1é¢iva dochazi Casto ke zméné tvaru, intenzity
nebo posunu tohoto pasu, napt. v disledku vodikovych vazeb nebo esterifikace.

Lyofilizace vzorkii dextranu s navazanym kurkuminem byla provedena ve dvou sériich
za identickych podminek mrazeni v kapalném dusiku a nasledného suSeni. Lyofilizované
vzorky z obou sérii byly studovany pomoci FTIR spektrometrie. Pii porovnani spekter obou
sérii (viz Obr. 7) lze pozorovat vysokou miru shody, coz potvrzuje reprodukovatelnost
a konzistenci postupu pfipravy.
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Obr. 7: Zavislost normalizované absorbance na vinoctu dvou sérit lyofilizovanych vzorkii

LMW a HMW dextranu s kurkuminem zmrazenym pomoci kapalného dusiku.

441 HMW dextran

U FTIR spekter nativniho HMW dextranu, lyofilizovaného dextranu bez ptidavku 1éciva
a vzorku obsahujiciho kurkumin (Obr. 8) Ize pozorovat zietelny posun absorpéniho maxima
v oblasti kolem 996-1011 cm™ smérem k vys$simu vinoctu. Tento absorpcni pas je typicky
spojovan s valen¢nimi vibracemi C—O vazeb v hydroxylovych skupindch, které jsou citlivé
na zmeény prostiedi a interakce v molekule. U nativniho dextranu se maximum vyskytuje
pfi nizsich hodnotach vlnoctu, coz naznacuje relativné delsi a slabsi C—O vazby, to naznacuje
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mén¢ uspofadanou strukturu. Po lyofilizaci dochazi k mirnému posunu pasu, coz lze vysvétlit
zkracenim vazeb. Tento jev poukazuje na vytvofeni hydrofobnich domén.

Nejvyrazné€jsi posun k vys$simu vinoctu je v§ak pozorovan u vzorku obsahujiciho kurkumin.
Tento vyssi posun muze byt disledkem toho, ze hydrofobni kurkumin zkracuje vazby
a zmenSuje vibrace C-O vazeb. Kurkumin tedy také podporuje hydrofobni efekt. Nejen
samotny proces suseni, ale také inkorporace hydrofobniho 1é¢iva do polymerni matrice
vyznamné ovlivituje strukturni usporadani nosi¢ového systému. Kurkumin zde nefunguje
pouze jako napli nosice, ale aktivné modifikuje systém.
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Obr. 8: Zavislost normalizované absorbance na vinoctu pro HMW vzorky. Rozliseni
od 1150 cm™* do 960 cm ™.

4.4.2 LMW dextran

Podobny trend byl pozorovan také u LMW dextranu, kde také dochazi k posunu absorpéniho
pasu odpovidajiciho valen¢ni vibraci C—O vazeb smérem k vy$$im vino¢tim (viz Obr. 9).
Zaznamenané posuny naznacuji zkrdceni C—O vazeb, coz lze pficist jak efektu suSeni,
tak interakci s hydrofobnim lé¢ivem. V piipadé LMW dextranu je vSak posun absorp¢niho
maxima piiblizn€ 0 2 cm™! vétsi nez u HMW vzorkd.
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Obr. 9: Zavislost normalizované absorbance na vinoctu pro LMW vzorky. Rozliseni od 1

150 cm™ do 960 cm ™.

4.5 UVIVis

Pro méfeni UV-Vis byly vytvoieny kalibra¢ni rovnice pro kurkumin v terc-butylalkoholu
a v ethanolu. Poté byl zméfen rozpustény vzorek. Namétené hodnoty absorbance pro kalibra¢ni
fady v terc-butylalkoholu a ethanolu jsou zobrazeny na Obr. 10 a Obr. 11. Ani u mé&feni
kurkuminu v tercbutylalkoholu ani v ethanolu se nepodafilo namétit absorbanci kurkuminu.
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Obr. 10: Zavislost absorbance na koncentraci pro kalibracni Fadu v tercbutylalkoholu.
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Obr. 11: Zavislost absorbance na koncentraci pro kalibracni fadu v ethanolu.

Z4dna absorbance kurkuminu ve vzorcich mize naznalovat, ze veskery kurkumin zistal
navazany na polysacharid a neuvolnil se do rozpoustédla. Dextran mohl malou koncentraci
kurkuminu obalit natolik, Ze se nemohl znovu uvolnit do rozpoustédla. Také mohlo nastat,
ze kurkumin degradoval na mensi molekuly, které nemaji dané vlastnosti. Nulova absorbance
je velmi ptekvapiva vzhledem k tomu, ze stejna koncentrace ¢istého kurkuminu rozpusténa
Vv ethanolu je béZn¢ méfitelna. V pribchu lyofilizace tak pravdépodobné dochazi k interakci
kurkuminu s polysacharidem nebo ko-rozpoustédlem, coz zptisobuje pii dané koncentraci ztratu
schopnosti vystupovat v roztoku coby chromofor. Prestoze chromatografické metody
nepotvrdily degradaci kurkuminu ve smyslu rozpadu na mensi molekuly, 1ze ptedpokladat,
absorbovat viditelné svétlo. Zda k této zméné doSlo pouze lyofilizaci, nebo se jedna o dopad
interakce s dextranem, neni v tuto chvili znamo.

4.6 Stanoveni obsahu kurkuminu ve vzorku pomoci HPLC

Obsah kurkuminu v lyofilizovanych vzorcich byl kvantifikovdan pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Byly analyzovany ¢tyfi varianty vzorkd (LMW 1.série a 2.série,
HMW 1.série a 2.série), pticemz koncentrace kurkuminu byla vyhodnocena na zdklad¢ plochy
piku v chromatogramu. Nejprve byla na zdkladé kalibra¢ni fady vytvofena kalibracni
rovnice (2). Do Plochy byly dosazeny hodnoty z HPLC.

Plocha = 624750,96 - x (2)
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Tab. 5: Vysledky stanoveni kurkuminu ve vzorku pomoci HPLC.

Vzorek Plocha [mAU-min] Koncentrace k}ljrkumlnu
[mol-171]
LMW 1.série 1,170 3,410
LMW 2 .série 0,215 2,9-10°%
HMW 1.série 1,985 1,9-10°6
HMW 2.série 1,806 3,210

Metoda HPLC oproti metodé UV/Vis dokazala stanovit obsah kurkuminu ve vzorku. Tato
metoda je tedy vhodna pro pouziti pfi pfipravé nosi¢ovych systémi. Z vysledku (viz Tab. 5)
Ize pozorovat, ze hodnoty obsahu kurkuminu maji pomérné vysoky rozptyl, coz naznacuje,
ze kurkumin je vnosi¢i heterogenné rozlozen. To muze souviset s agregaci kurkuminu
ve vodném prosttedi. Je v§ak nutno poznamenat, ze heterogenni distribuce kurkuminu mutze
Koncentrace kurkuminu u vysokomolekularniho dextranu (HMW 1.série a HMW 2.série) také
témet odpovidéd vypocitané teoretické hodnoté koncentrace kurkuminu, kterou by mél vzorek
obsahovat 2,0-10® mol-I%, z ¢ehoZ je mozno pedpokladat uspésnost celého procesu.

4.7 Stanoveni rezidui terc-butylalkoholu pomoci GC a HPLC

Pro kvantifikaci zbytkového rozpoustédla (terc-butylalkoholu) byly aplikovany dvé
chromatografické metody — plynova chromatografie (GC) a HPLC s refraktometrickou detekeci.
Byly analyzovany ¢tyfi varianty vzorkli (LMW 1.série a 2.série, HMW 1.série a 2.série).

U plynové chromatografie byla nejprve na zakladé kalibra¢ni fady vytvoiena kalibracni
rovnice (3). Do Plochy byly dosazeny hodnoty z GC a obsah terc-butylalkoholu byl
vyhodnocen na zakladé plochy piku v chromatogramu. Naméfené plochy vzorkd mély vyssi
hodnotu nez u koncentra¢ni fady, kde byla nejvyssi koncentrace 200 ppm. Tyto vysledky
poukazuji na vétsi mnozstvi terc-butylalkoholu ve vzorku. Vsechny vzorky vykazovaly vyrazné
vys$§i hodnoty nez bézné udavany obsah rezidui (literatura uvadi, Ze v idedlnim ptipadé
by se hm. % terc-butylalkoholu ve vzorku méli pohybovat kolem 0,01 hm. %) [99]. Vyssi
hodnoty miiZou byt zplisobeny napiiklad tim, Ze je ve vzorku pfitomna jina ¢tyfuhlikatd latka.

Plocha = 34,552 - x (3)

Tab. 6. Vysledky stanoveni terc-butylalkoholu ve vzorku pomoci GC.

viorsk [Prcnafpamini| o ploreenie [ O ey lkonol
LMW 1.série 0,031 929,03 93-10°°
LMW 2.série 0,032 882,73 88-10°°
HMW 1.série 0,031 902,99 90-10°3
HMW 2.série 0,006 164,97 17-10°°

U kapalinové chromatografie byl obsah terc-butylalkoholu stanoven stejnym zptisobem jako
u GC. Na zaklad¢ kalibra¢ni fady byla vytvoiena kalibra¢ni rovnice (4). Vysledky ukazaly
nizké koncentrace TBA, pohybujici se v rozmezi 0,78-18,1 ppm. Nejvyssi koncentrace byla
zjisttna u vzorku LMW 2.série, nejniz§i pak u HMW 2.série. Hodnota obsahu

46



terc-butylalkoholu u vzorku HMW 2.série byla vyrazn€ niz$i nez u jinych vzorkl. Naméfené
hodnoty HPLC se vyrazné lisi od hodnot naméfenych pomoci GC. Tento rozdil muze

byt zptsoben tim, ze HPLC ma vyssi detekéni limity, nebo separace u metod mohly probéhnout

ruzné uspésné stejné jako rozpusSténi vzorku. Ob€ metody vSak podaly vyznamné vysledky

a jsou tak vhodné pro stanoveni rezidui ko-rozpoustédel v pfipraveném nosi¢ovém systému.

Plocha = 1790,4 - x

(4)

Tab. 7: Vysledky stanoveni terc-butylalkoholu ve vzorku pomoci HPLC.

Vzorek Plocha_ Koncentrace Obsah terc-butylalkoholu
[uRIU-min] terc-butylalkoholu [ppm] [hm. %]
LMW 1 .série 0,0324 18,10 181-107°
LMW 2 .série 0,1197 66,86 669-10°
HMW 1 .série 0,0462 25,80 258:10°
HMW 2.série 0,0014 0,78 8:10°°
4.8 SEM

Byly analyzovany vSechny piipravené vzorky (8 variant), a to pfi zvétSeni 100x a 1000x%.

U vzorkl zmrazenych v kapalném dusiku (vzorky 5 a 6) byla provedena pozorovani pii zvétSeni
1000x% a 5000x%. Piehled vzorkt je uveden v Tab. 8.

Tab. 8: Seznam vzorkii analyzovanych pomoci SEM.

4

C. vzorku

Typ vzorku

1

HMW bez kurkuminu, mrazak

LMW bez kurkuminu, mrazak

HMW + kurkumin, mrazak

LMW + kurkumin, mrazak

HMW + kurkumin, dusik

LMW + kurkumin, dusik

HMW nelyofilizovany

O IN|O ||~ WIN

LMW nelyofilizovany
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4.8.1 Snimky SEM

e N

Obr. 13: SEM snimek vzorku ¢. 3, priblizeni 100x a 1 000 x.




Obr. 15: SEM snimek vzorku ¢. 6, priblizeni 1 000% a 5 000 %.
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Obr. 18: SEM snimek vzorku ¢. 8, priblizeni 100x a 1 000%.

4.8.2 Srovnani a diskuse morfologickych rozdili

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) odhalila vyznamné rozdily v morfologii
jednotlivych vzorkli v zavislosti na molekulové hmotnosti dextranu a zpisobu zmrazovani.
SEM snimky u vzorku ¢.1 (viz Obr. 12) ukazuji hrubou, vrstvenou strukturu, tvofenou
deskovitymi ttvary. Povrch je relativné kompaktni, s vysokym vyskytem poérd. Morfologie
LMW dextranu je velmi podobnd jako u HMW dextranu. Srovndnim SEM snimkil vzorka
¢isttho HMW a LMW dextranu potizenych pfi stejném zvétseni (100%) 1ze pozorovat rozdil ve
velikosti vzniklych Gtvarti a u LMW jsou mensi pory. U HMW lze pozorovat mensi deskovité
utvary ale vétsi pory.

Vzorky, které byly zamrazeny v mrazaku slouzili jako reference, protoze doslo poté pfi
lyofilizaci k oddéleni fazi. Struktura LMW s kurkuminem (viz Obr. 17) je velmi podobna jako
u HMW vzorku s kurkuminem (viz. Obr. 13), ale u LMW maji deskovité Gtvary vétsi velikost
a jsou tésnéji seskladané. Struktura vzorki, které byly zmrazeny pomoci kapalného dusiku je
vyrazné odlisna (viz Obr. 16 a Obr. 15). Struktura je vysoce porézni s vlaknitymi Gtvary. Rychlé
zmrazeni dusikem zjevné vedlo k mikrostrukturni expanzi systému, a to vedlo k vytvoteni
velkych porti. Na vldknech se v malém mnozstvi nachazi malé kulovité tvary. Ve struktuie
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vzorku €. 6 (viz Obr. 15) se nachazi vice kulovitych tvari. Nelyofilizovany dextran ma podobu
malych kulovitych castic s hladkym az mirné texturovanym povrchem, které jsou vétSinou
slepené. U vzorku ¢. 8 (viz Obr. 18) je morfologie obdobna jako u vzorku ¢. 7. (viz Obr. 19),
ale kulicky nejsou tolik slepené.

Vliv typu dextranu (HMW vs. LMW): Mezi vzorky zmrazenymi pomoci mrazaku a pomoci
kapalného dusiku Ize pozorovat vyrazné rozdily. Vzorky zmrazené v mrazaku maji deskovity
tvar a jsou mén¢ porovité oproti vzorklim, které¢ byly zmrazeny pomoci kapalné¢ho dusiku.
Vzorky zmrazené kapalnym dusikem vytvareji jemnéjsi tenka vldkna a struktura je vice
porézni. Tato jemné ¢lenénd struktura ma vétsi celkovy povrch. Tento jev mize byt zplisoben
tim, Ze pfi velmi rychlém zmrazeni pomoci kapalného dusiku dochazi k rychlé tvorbé ledovych
krystald a zachyceni prostorového uspotfadani polymeru ve velmi jemné podobé. U vzorkl
zamrazenych kapalnym dusikem lze vidét také rozdil mezi HMW a LMW vzorkem. LMW
dextran ma hutné&jsi vlakna a obsahuje vice kulicek. D4 se tedy fict, ze zmrazeni pomoci dusiku
podporuje vznik amorfnich poréznich struktur a zvySuje celkovy povrch. S vétsim specifickym
povrchem roste i pocet hydrofobnich domén, coz muze zlepSit schopnost nosie vazat
hydrofobni latky. Nelyofilizované vzorky jsou homogenni kuli¢ky, které nevytvareji zadné
porovité struktury. Pomoci lyofilizace se vytvofi porovité struktury. Lyofilizace je tedy
efektivni metoda pro vytvoreni matrice, kam se mlize navazat 1é¢ivo.

51



5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit nosiCovy systém na bazi nativniho dextranu pro
inkorporaci siln¢ hydrofobniho 1é¢iva kurkuminu pomoci programov¢ fizené lyofilizace. Tato
metoda byla zvolena pro svij potencial vytvofit hydrofobni domény v polysacharidu
odstranénim rozpoustédla béhem sublimace a nasledné desorpce. U ptipraveného nosicového
systému byla analyzovana jeho chemické struktura, chovani u¢inné latky a obsah zbytkového
ko-rozpoustédla.

Motivaci této diplomové prace byla snaha pfispét k vyvoji t€innych a biokompatibilnich
nosi¢ovych systému, na bazi polysacharidi, pro hydrofobni 1é¢iva. V soucasné dobé se hledaji
Setrné a UCinné strategie pro zvySeni biodostupnosti obtizn€ rozpustnych latek. Pouziti
nativniho dextranu jako nosi¢e muze piispét k vyzkumu této oblasti. Pomoci programové fizené
lyofilizace lze vytvofit strukturu s hydrofobnimi doménami pro inkorporaci a stabilizaci
hydrofobnich latek, jako je kurkumin.

Byly pripraveny sériec vzorkii s pouzitim  vysokomolekularniho (HMW)
a nizkomolekularniho (LMW) dextranu. Pii pfipravé bylo nutné optimalizovat zptisob postupu,
protoze pii zmrazeni vzorkl v mrazaku pted lyofilizaci doslo k odd¢€leni fazi, a tedy tyto vzorky
slouzily pouze jako referencni. Poté byly pfipraveny dvé série vzorkl, které byly zmrazeny
pomoci kapalného dusiku. K charakterizaci vzniklych nosi¢i byly vyuzity analytické techniky,
predevsim ATR-FTIR spektroskopie a skenovaci elektronova mikroskopie (SEM). Tyto
metody umoznily sledovat zmény ve struktuie dextranu po lyofilizaci.

ATR-FTIR spektroskopie potvrdila mozné hydrofobni interakce v lyofilizovaném dextranu
a uspésnou inkorporaci kurkuminu. Ve srovndni s nelyofilizovanym dextranem doslo
po lyofilizaci k charakteristickym posuntim pasma valenénich vibraci C—O (zejména v oblasti
980-1020 cm™). Tyto posuny poukazuji na strukturni zmény v polymernim fetézcCi.
Po lyofilizaci doslo ke zkrazeni vazeb a vétSimu uspotadani polymeru, coz souvisi s projevem
hydrofobniho efektu, jehoZ se stal polymerni fetézec sou€asti. Vyznamny posun byl pozorovan
pfedevSim u vzorkd obsahujicich kurkumin a da se tedy fict, Ze pfitomnost hydrofobniho
kurkumin ma také vliv na zkracovani vazeb a tvorbu hydrofobniho efektu.

Skenovaci elektronova mikroskopie umoznila detailni morfologickou analyzu vzniklych
struktur. Pomoci snimka bylo potvrzeno, ze lyofilizace vede ke vzniku vlaknitych, vysoce
poréznich struktur s vétSim specifickym povrchem, které mohou usnadnit zachyceni
hydrofobnich latek. Byly porovnavany vzorky zmrazené¢ v mrazdku a pomoci kapalného
dusiku. Vzorky zmrazené v mrazédku vykazovaly kompaktnéjsi, deskovité struktury s mensi
porovitosti. Naopak vzorky zmrazené pomoci dusiku vytvareji jemné;jsi tenka vldkna a struktura
je vice porézni, a tedy maji vétsi specificky povrch. S vétSim specifickym povrchem roste
I pocet hydrofobnich domén, coz mize zlepsit schopnost nosice vazat hydrofobni latky.

3D fluorescenéni spektroskopie byla vyuZita jako podptirna metoda k charakterizaci chovani
kurkuminu v riiznych prosttedich. Analyza excitacné-emisnich spekter kurkuminu v riznych
prosttedich potvrdila jeho zavislost fluorescenéniho chovani na polarité rozpoustédla.
Kurkumin fluoreskoval v ethanolu a chloroformu, ale nikoliv ve vodé, coz omezuje vyuziti této
metody pro detekci kurkuminu ve vodnych roztocich. 3D fluorescen¢ni spektroskopie tedy
v tomto postupu neni vhodna metoda pro pfimé potvrzeni navazani kurkuminu na nosi¢ovy
systém.
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U stanoveni obsahu kurkuminu ve vzorku byla nejdiive pouzita metoda UV/Vis, ta vSak
nedokazala namétit Zadné hodnoty absorbance, a tak nebyla pro stanoveni takovychto malych
koncentraci ve vzorku dostate¢na. Proto bylo provedeno stanoveni obsahu kurkuminu metodou
HPLC. Namétené hodnoty obsahu kurkuminu mély vysoky rozptyl, to naznacuje, ze kurkumin
je v nosici heterogenné rozlozen. Zaroven byly hodnoty obsahu kurkuminu ve vzorcich HMW
dextranu vyssi nez v LMW. To naznacuje, zZ2 HMW dextran vytvaii prostorové vhodné&jsi
strukturu pro inkorporaci lé¢iva. Metoda HPLC se ukazala byt vhodna pro kvantifikaci
kurkuminu v nosi¢ovém systému.

Stanoveni rezidui terc-butylalkoholu pomoci GC a HPLC poskytlo rozdilné vysledky. GC
detekovala vyssi koncentrace terc-butylalkoholu nez HPLC, coz mize byt zpisobeno napiiklad
vyssi citlivosti, Nnebo moznou interferenci s jinymi ¢tyfuhlikatymi t€kavymi latkami. Tento
rozdil mize byt také zpiisoben tim, Ze u metod mohly separace probéhnout rizne spés$né stejné
jako rozpusténi vzorku. Obé metody dokézaly kvantifikovat zbytkovy obsah ko-rozpoustédla,
ale plynova chromatografie se ukédzala byt vhodnéjsi co se tyce limith detekce. Obé
chromatografické metody potvrdily pouze stopové mnozstvi terc-butylalkoholu ve vyslednych
systémech, ¢imz bylo potvrzeno, ze vyuziti terc-butylalkoholu coby ko-rozpoustédla je
bezpetné pro piipadnou piipravu nosi¢ovych systému. Piestoze se naméfené hodnoty obou
metod 1isi, je mozné, ze pii jejich optimalizaci by se mohlo jednat o zplsoby detekce
residualniho terc-butyl alkoholu svyssi piesnosti, nez je tomu v ptipadé head-space
mikroextrakce na pevné vrstvé pouzivané v diplomové praci od Ing. Marek Rihak, ve které byly
stanoveny residua terc-butylalkoholu touto metodou [100].

Tato diplomova prace ukazala, Ze nosiCovy systém na bazi nativniho dextranu pfipraveny
pomoci lyofilizace je vhodnym materidlem pro inkorporaci hydrofobnich molekul.
Z metodického hlediska bylo potvrzeno, Ze kombinace FTIR a SEM je zvlasté pfinosna pro
sledovani strukturnich zmén v polymerni matrici, zatimco HPLC je u¢innym nastrojem pro
kvantifikaci jak 0¢inné latky, tak zbytkového rozpoustédla. PiestoZze na zadkladé ziskanych
vysledki neni jednozna¢né mozno potvrdit piitomnost hydrofobnich domén na fetézci dextranu
a naslednou inkorporaci kurkuminu do téchto mist, je vysoce pravdépodobné, ze béhem
lyofilizace dochazi ke zméné konformace polymerniho fetézce ve prospéch preferovanych
interakci s hydrofobnim léc¢ivem.

Na zéklad¢ vysledkl této prace lze konstatovat, ze nativni vysokomolekularni (HMW)
I nizkomolekularni (LMW) dextran je vhodny pro tvorbu nosi¢ovych systému pro hydrofobni
1é¢ivo kurkumin. Z vysledkit HPLC stanoveni obsahu kurkuminu by se vSak dalo usuzovat,
7ze HMW dextran dokaze inkorporovat vétsi mnozstvi kurkuminu. Z praktického hlediska se ale
s LMW dextranem 1épe manipulovalo, ve vodé se rozpousti rychleji, a tak se 1épe prevadél
do odmérnych banék, coz usnadiuje pfipravu roztoku a reprodukovatelnost experimentu.

Mezi hlavni piinosy této prace pro budouci vyzkum patfi ndvrh a pouziti dvou
chromatografickych metod, které umoznuji stanovit, kolik IéCiva je navazano na nosici, a urcit
zbytkové mnozstvi ko-rozpoustédla (terc-butylalkoholu). Budouci vyzkum by se mohl vénovat
optimalizaci koncentrace kurkuminu pii pfipravé nosiCovych systému, pro zjednoduSeni
analytického stanoveni jeho obsahu. Vyssi koncentrace by se ptipadné mohli stanovit pomoci
UV/Vis metody. Vhodna uprava koncentrace kurkuminu v nosi¢i by mohla také ptispét k
vytvofeni stabilnéjSich systémti.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

7.1 Seznam zkratek

Zkratka
DPI
TGA
TBA

SEC-MALS-dRI

ATR-FTIR

SEM
Cur

pH

T

Lyo.
T1c/R1c
3D
HPLC
GC
PLGA
PEG-PLGA
FDA
Te

Ty
DMSO
DPI
UV/Vis
TEM
Mw
HMW
LMW
EEM

7.2 Seznam symboli

Symbol
nm

min
cm?
°C

W

Vyznam

such¢ praskové inhalatory

termogravimetrickd analyza

terc-butylalkohol

vylu¢ovaci chromatograf s vice uhlovym statickym
rozptylem svétla

infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
(zeslabena celkova odrazivost)

skenovaci elektronova mikroskopie

kurkumin

potencial vodiku

teplota

lyofilizovany

typ detektoru

trojrozmeérny

vysokouéinna kapalinova chromatografie

plynova chromatografie

kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové

kopolymer polyethylenglykolu a PLGA

Food and Drug Administration

teplota kolapsu

teplota skelné¢ho prechodu

dimethyl sulfoxid

inhala¢ni zatizeni pro 1é¢iva ve formé suchého prasku
ultrafialova a viditelna spektroskopie

transmisni elektronova mikroskopie

molekulova hmotnost

vysoka molekulova hmotnost

nizka molekulova hmotnost

excitaéné-emisni matice

Nazev veliciny
nanometry

minuty

centimetr na minus prvni
stupen Celsia

watt
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kDa
MDa

ul

%

Pa
W/cm?
% wiv
g-mol
pg-ml™
g

mg
mg'ml_l.
mi

g/kg
mol-17?
M

ppm

hPa
°C:mint
mmol-11
ml-min~!
hm.%
mAU-min
pA-min
uRIU-min

kilodalton

megadalton

mikrolitr

procenta

pascal

watt na centimetr ¢tvereéni
hmotnostné objemova procenta
gram na mol

mikrogram na mililitr

gram

miligram

miligram na mililitr

mililitr

gram na kilogram

mol na litr

molarni koncentrace

jedna miliontina (parts per million)
hektopascal

stupeni Celsia za minutu

milimol na litr

mililitr za minutu

hmotnostni procento

miliabsorp¢ni jednotky krat minuty
pikoampér krat minuta
mikro-refraktivni jednoteky krat minuty
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8 PRILOHY
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Obr. 21: SEC-MALS-dRI chromatogram pro LMW dextran.
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Obr. 20: SEC-MALS-dRI chromatogram pro HMW dextran.
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