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ABSTRAKT

Nosi¢ové systémy bioaktivnich latek nabyvaji ve zdravotnictvi,
farmaceutickém, ale také kosmetickém, primyslu stidle vétSiho vyznamu.
Absence informaci o chovani, interakcich a ptisobeni nosicovych systémt na zivé
organismy muize znesnadnovat jejich bezpecné pouziti. Nékteré nedostatky lze
eliminovat vyuzitim teranostik, coZ jsou nosice nejen terapeutik, ale také latek pro
diagnostiku. Predlozena doktorska prace je zamétena na syntézu a charakterizaci
origindlnich derivatl hyaluronanu vhodnych pro pifipravu nosi¢ovych systémi
detekovatelnych  optickymi  zobrazovacimi  metodami. S ohledem na
piedpokladané aplikace v biologickych systémech a dostupné technické zdzemi
byla pfipravena série derivati hyaluronanu modifikovanych fluorescencnimi
latkami cypate a nilskd modf, absorbujicimi a emitujicimi zafeni v blizké
infracervené, v pfipad¢ druhého jmenovaného barviva v ¢ervené oblasti. Dal§im
typem pftipravovanych latek byly superparamagnetické nanocastice Zzeleza
(SPION) obalen¢ kyselinou olejovou, potencionalné¢ vhodné pro terapii nadoru
nebo diagnostiku.

Navazani fluorescencnich latek na polymerni fetézce hyaluronanu umoznilo
detekovat derivaty hyaluronanu aznich pfipravené polymerni micely
v biologickych systémech pomoci optickych metod. Pfi in vitro experimentech
byl prokéazan vstup nosi¢ovych systému a doru¢ované modelové ucinné latky do
fibroblasti. U hydrofobizovaného hyaluronanu byla také prokazana schopnost
dermdlni penetrace. V pfipadé in vivo testi na mySich Balb/c s4T1 luc
nadorovymi buiikami byla pozorovdna efektivni akumulace derivati HA,
respektive nosi¢li, v nadorové tkani. Rovné€z bylo dosazeno protinddorového
ucinku SPION a doxorubicinu enkapsulovanych a dorucenych polymernimi
micelami.

Z ptedlozené prace je zfejmé, ze hyaluronan se jevi jako vhodny biopolymer
pro piipravu funkénich nosiCovych systémi 1éciv efektivné detekovatelnych

optickymi metodami jak in vitro, tak in vivo.



ABASTRACT

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

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

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

Vivo.
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UVOD

Nosicové systémy 1éCiv na bazi polymerti jsou v soucasnosti rozsahle
studovanou oblasti a jevi se jako velice slibna platforma pro terapii mnoha
zavaznych nemoci, obzvlasté rtiznych typti nadort. Na pocatku 21. stoleti se
v odborné literatuie zacaly objevovat studie zabyvajici se jednim z typd
multifunk¢énich nosi¢ovych systémt, tzv. teranostik (z angl. therapy a diagnosis).
Obecné nosi¢ové systémy slouzi k efektivnéjsSimu, cilenému doruceni 1é¢iv nebo
mohou napftiklad zlep$it omezenou rozpustnost 1é€iv ve vodném prostredi. Stejné
tak je tomu v pfipadé teranostik, ale jakousi pfidanou hodnotou tohoto typu
nosi¢ovych systému je moznost kombinace terapie a diagnostiky diky ptitomnosti
kontrastni latky. Co se ty¢e mozného vyuziti teranostik, je do nich vkladan

potencial v oblasti perzonalizované mediciny.

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

receptord.

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

teranostickych nosicovych systémill. Pievaznéd vétSina z téchto popsanych latek



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

povrchu modifikovanych kyselinou olejovou.

Pro nastinéni problematiky teranostik je v teoretické ¢asti nejprve objasnén
vyznam a potencial nosi¢ovych systémi v oblasti doruovani 1éCiv a také jejich
nejbeznéj$i morfologie. Vzhledem k zamétfeni doktorského studia se dalsi
kapitola zabyva kontrastnimi latkami a metodami vyuzivanymi pro neinvazivni
zobrazovani a  diagnostiku.  Rozsdhlejsi  kapitola je  v€novéna
hyaluronanu a v literatufe popsanym zptisobtim modifikace tohoto polysacharidu.
Jako posledni je uvedena literarni reSerSe se zvlaStnim dirazem na fluorescencné
znaCeny hyaluronan. V experimentalni ¢asti je popsano pfistrojové vybaveni,
techniky méfeni a biologického testovani. V navazujici kapitole jsou uvedeny
a diskutovany vysledky syntéz fluorescencné znacCenych hydrofobizovanych
derivatu hyaluronanu, véetné série derivata modifikovanych
Velmi zajimavé jsou potom vysledky z testovani vybranych derivati hyaluronanu
Vv biologickych systémech in vitro a in vivo (napiiklad Vv mysich
s prsnim nadorem). V zavéru je zhodnoceno naplnéni cilt, pfinos ziskanych
informaci v dané problematice. Pfedlozend prace byla vypracovéana v laboratofich
Ceské farmaceutické firmy Contipro na zakladé jejich pozadavki strategickych

cila.



Cile prace

Predlozend doktorska prace je zaméfena na syntézu a charakterizaci derivati
hyaluronanu vhodnych zejména pro ptipravu teranostickych nosi¢ovych systémti.
Cast doktorského studia byla vénovéna taktéZ ptipravé superparamagnetickych
nanocastic Zeleza obalenych kyselinou olejovou. Ve spolupraci s biology byly
vybrané latky testovany Vv biologickych systémech in vitro a in vivo. Hlavni cile

prace lze rozdélit do nasledujicich bodi:

e provést literarni a patentovou resersi znamych derivati HA vyuzitych pro
ptipravu multifunkénich nosic¢ovych systému — teranostik;

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

e syntetizovat derivaty hyaluronanu aplikovatelné pro pfipravu nosicovych
systémi, zejména teranostik:

o modifikovat hyaluronan vhodnymi fluorescencnimi latkami
za ucelem detekce derivata v biologickych systémech;

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

o navazat poly(ethylenglykol) na fetézce HA;

e syntetizovat superparamagnetické nanocastice oxidi zeleza obalenych
kyselinou olejovou;

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

e pfipravit nosi¢ové systémy — polymerni micely ze syntetizovanych derivati
hyaluronanu;

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

systémy z nich piipravené (prdzdné nebo s enkapsulovanymi aktivnimi



latkami, naptiklad doxorubicin, SPION) v biologickych systémech pomoci
optickych zobrazovacich metod nasledujicim zplisobem:

o invitro: vstup nosicovych systémti a modelového 1é¢iva do bungk;

o invitro: schopnost dermalni penetrace derivati HA;

o iIn vivo: monitorovani biodistribuce a protindadorového uc¢inku

derivatl hyaluronanu a nosi¢ovych systémt z nich pfipravenych;

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

na mezinarodnich konferencich.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Multifunk¢ni nosicové systémy a teranostika

Léciva jsou vSeobecné chapana jako latky vpravované do téla za ucelem terapie
nemoci, jeji prevence, 1€cby zranéni nebo feSeni rtiznych psychickych obtizi.
Schopnost terapeutickych latek dosdhnout pozadovaného efektu zavisi na mnoha
okolnostech, jako jsou zplisob podani 1€¢iva, biodistribuce a mechanismus u¢inku
latky vt&le nebo také jejich nésledny metabolismus.! U n&kterych
terapeutik mtize byt nevyhodou jejich omezena rozpustnost ve vodném prostiedi,
¢imz je snizena dostupnost 1éCiv v biologickych tkanich. Z divodu kratké doby
cirkulace podanych nizkomolekularnich terapeutickych latek v krevnim fecisti je
také mnohdy nutné jejich opakované davkovani. Velmi ¢asto taktéZ neni dosazeno
dostatecného cileni a akumulace 1é¢iva v pozadovanych mistech, s ¢imz nékdy
souvisi nezadouci systémova toxicita a vedlejsi G¢inky terapie. Ptiblizn¢ od 70.
let 20. stoleti se zacaly v literatufe objevovat studie, tykajici se nosi¢ovych
systémll pro doruc¢ovani 1éCiv s cilem eliminovat nebo prekonat vySe uvedené
problémy pfi dorucovani samostatnych ,klasickych 1&¢iv.? Pfedmétem zajmu
tohoto védeckého odvétvi je vytvofit systém pro dorucovani 1é€iv, jenz zvySuje
rozpustnost 1éCiva a jeho stabilitu ve fyziologickém prostiedi, dale prodluzuje
cirkulaci transportovanych latek v krevnim fecCiSti, zvySuje biologickou
dostupnost a akumulaci 1éku v cilovém organu nebo misté plisobeni, pfipadné

zprostiedkovava dlouhodobé fizené uvoliiovani 1é¢iva.>4

Za vyznamny Pokrok v oblasti nosi¢ovych struktur mize byt povazovana
kombinace terapie a diagnostiky, jez pfinesla dalSi generaci nosici tzv.
teranostika (z angl. ,therapy* a ,,diagnosis®). Zminéné multifunkéni nosicové
systémy piedstavuji slibny nastroj pro terapii a zaroven kontrolu cileni nebo
monitorovani 1é¢by v realném cCase, dale také moznost véasné detekce, lokalizace
a zobrazeni cilovych mist (naptiklad nador, zanét) v organismu diky pfitomnosti

diagnostické latky.® Do teranostik je taktéz vkladan velky potencial v oblasti

11



usnadnéni a realizace perzonalizované mediciny, kdy je nejprve u pacienta
testovana mozna reakce na novou terapii a na zaklad¢ téchto vysledki je mu

specialng predepsana individuélni 1é¢ba.b’

1.2 Zakladni typy a morfologie nosici 1é¢iv

Z hlediska morfologie jsou nosicové systémy Velmi rozmanitd skupina nano-
a mikrostruktur, tvofenych pievazné organickymi ale i anorganickych materialy.
Mezi vyznamné zéstupce (Obrazek 1) patii polymerni konjugaty,® dendrimery,®
polymerni micely,® polymerzomy,!! liposomy,! emulze,*? kovové nanoé&astice,’
a jiné. Piestoze se jedna strukturné 0 velmi riiznorodé systémy, spoleénym rysem
nosi¢ovych systémi je moznost kovalentniho nebo nekovalentniho navazani 1é¢iv
a Vv pripad¢ teranostik také kontrastnich latek, jeZ jsou castecné popsany v kapitole
1.4.V nékterych pripadech mohou nosice navic disponovat ligandem specifickym

pro urdity receptor (viz kapitola 1.3.2).113

* terapeuticka latka
= diagnosticka latka

A specificky ligand

Obrazek 1. Schématické znazornéni teranostickych nosic¢ovych systému: nahoie
(zleva) polymerni konjugat, dendrimer; polymerni micela, polymerzom; dole (zleva):

liposom, zlata nanoc¢astice, uhlikova nanotrubka.®

12



1.3 Cileni
Odlisnosti ve strukture a fyziologii patologickych tkani (nadorové nebo

z&ngtlivé) hraji vyznamnou roli ve strategii doru¢ovani a cileni nosict 16¢iv.1

1.3.1 Pasivni cileni

Mikroprostiedi patologické tkané se vyznacuje piedevSim fenestrovanym
endotelem a mnohem veétsi prostupnosti cévniho systému nadorové tkané
pro rozmérné molekuly nebo ¢astice. Soucasné se vyskytujici nedostatecny nebo
Casto 1 uplné chybé&jici odtok lymfy pak zpasobuje retenci a hromadéni
vysokomolekularnich latek nebo zminénych nosi¢t Vv nadorové tkani. Tato
abnormalita je oznacCovana jako efekt zvySené permeability a retence (EPR
efekt).1>16

1.3.2 Aktivni cileni

Nadorové buniky na svém povrchu velmi Casto ve véEétsi mife exprimuji
specifické receptory pro urcité ligandy nebo antigeny. Pokud je k nosicovému
systému navazan vhodny ligand (naptiklad RDG peptid, protilatky, kyselina
listova a jiné)'’ komplementarni k danému receptoru na povrchu butiky, mize
dojit ke specifické interakci a zachyceni nosice 1é¢iva nddorovou buikou,

nasledné akumulaci a nejlépe také K receptorové zprostiedkované endocytoze. '8

1.4 Metody a kontrastni latky pouZivané pro zobrazovani

Mezi nejznaméjsi techniky pro neinvazivni vizualizaci patii nuklearni
magnetickd resonance (MRI), rentgenova radiografie a pocitacova tomografie
(CT), ale také optické metody, jako jsou fluorescence a bioluminiscence. Velmi
vyuzivané, zejména v klinické praxi, jsou dale techniky zaloZené na sledovani
aktivity radionuklidti — pozitronova emisni tomografie (PET) nebo jednofotonova

emisni po¢itacova tomografie (SPECT).1%20
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1.4.1 Fluorescenéni zobrazovani

Fluorescen¢ni zobrazovani se jevi jako slibnd metoda pro neinvazivni
diagnostiku, ptredevsim diky jeji relativné vysoké citlivosti, specifit¢ a zisku
obrazu v realném ¢ase. Vyhodou fluorescen¢niho zobrazovani jsou také pomérné
nizké naklady, nenaro¢nost, neinvazivnost ana rozdil od PET a SPECT také
absence  potencialné nebezpe¢ného ionizujiciho  zafeni.’*  Vzhledem
k nedostatecné hloubce penetrace excita¢niho iemitovaného zafeni tkanémi
anutnosti zisku komplexnich informaci je vhodné optické zobrazovani
kombinovat s ostatnimi metodami, jako jsou PET, SPECT nebo MRI.??> Mezi
vyznamne latky vyuzivané pro fluorescencniho zobrazovani patii polymethinova
cyaninova barviva 224 a ftalocyaniny.?® Dalsi ze skupiny organickych fluorofort
jsou tzv. BODIPY — slouceniny, jejichz zakladni strukturu tvoii 4,4-difluor-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indacen®? nebo derivaty odvozené od odvozené od squarinu.?®
Z tad anorganickych materidlli je pro zminénou metodu mozno pouzit kvantové

tecky, tvofené napiiklad CdSe, CdTe, CdS, ZnS, InP, ZnS aj.?"?8

1.4.2 Zobrazovani a kontrastni latky pro magnetickou rezonanci

Zobrazovani MRI se fadi mezi neionizacni techniky a je zaloZeno na rozdilu
Vv longitudinalnich T1 (podélna relaxace, spin-mfiizka relaxace) a transverzalnich
T2 (pficna relaxace, spin-spin relaxace) relaxa¢nich cCasech protoni vody
v ruznych tkanich. Vzhledem k zaméfeni prace je tato podkapitola vénovana
zastupcaim T2 latek — superparamagnetickym nanocasticim oxidid zeleza
(SPION), majici jadro tvofeno oxidy Zeleza — Fe30O4 a y-Fe;03.2° Je nutno zminit,
7e SPION nasly uplatnéni také jako terapeutické latky*3! a nosice 1é¢iv.3?
Magnetické nanocastice lze syntetizovat kupiikladu dekompozici organického
prekurzoru obsahujiciho Zelezo,®® koprecipitaci,® mikroemulznimi technikami®
nebo hydrotermélni syntézou.* Pro aplikace SPION v medicing byva velmi ¢asta

modifikace nebo funkcionalizace povrchu téchto nano¢astic.3”%8
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1.5 Hyaluronan

Pro pfipravu nosiCovych systémil lze vyuzit pfirodni polymery, mezi néz
nesporng patii kyselina hyaluronova, jez se se sestdva z kyseliny D-glukuronové
a N-acetyl-D-glukosaminu spojenych B(1—3) glykosidickou vazbou, pfi¢emz
opakujici se disacharidové jednotky jsou spojené B(1—4) glykosidickou vazbou.
Je v8ak nutno zminit, Ze spiSe nez ve formé¢ kyseliny se tento biopolymer
vyskytuje, zejména ve fyziologickém prostiedi, prevazné ve formé své soli,
oznacované jako hyaluronat nebo hylauronan (HA, Obrazek 2) naptiklad sodny,

draselny apod.3%4°

Obrazek 2: Strukturni vzorec hyaluronanu.

U obratlovct se HA vyskytuje prakticky ve vSech organech, télnich tekutinach
a extracelularni matrix mékkych pojivovych tkani. Ve vétsi mife se HA nachazi
v kizi, a to epidermis i dermis (ptiblizné tfetina z celkového mnozstvi), sklivci,
nebo synovialni tekutiné kloubi. Vzhledem k vysoké molekulové hmotnosti
a znacné kapacité pro zadrzovani vody je primarni vyznam této makromolekuly
hydratac¢ni a strukturélni. Déle je nepostradatelnou soucasti extracelularni matrix,
kde slouzi jako ,,patef* pro distribuci a organizaci dulezitych komponenti. Podili
se mimo jiné také na mnoha bun&¢nych procesech (signalizaci, proliferaci, aj.).?
Hyaluronan byl nejprve izolovan ze sklivce skotu, pozdéji z kohoutich hiebinkt
a pupecni $itry. V primyslovém métitku se v sou€asnosti HA ziskava ¢innosti
napiiklad mikroorganismit z kmene Streptcooccus nebo rekombinantniho
Bacillus subtilis.** Diky pfirozené biokompatibilit¢, biodegradabilité,

vsttebatelnosti nebo mozné chemické funkcionalizaci predstavuje HA jeden
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Z nejatraktivnéjSich polymert pro tvorbu modernich biomaterial vyuzitelnych ve

farmaceutickych, medicinskych i kosmetickych odvétvich.®

1.6 Chemické modifikace hylauronanu
Ze struktury HA (Obrazek 2) je ziejmé, ze primarné lze chemickou modifikaci

provést na dvou typech funkcnich skupin — karboxylovych a hydroxylovych.
Sekundarné je taktéz mozno pfipravit funkéni aminoskupinu nebo oxoskupinu.
Vétsina chemickych modifikaci probiha ve vodném prostiedi. V piipadé velmi
hydrofobniho substituentu nebo nebezpeci hydrolyzy, kdy je nutno pouzit
organicka rozpoustédla jako jsou DMSO nebo DMF, je rozpustnost HA v téchto
aprotickych polarnich rozpoustédlech zajisténa konverzi hyaluronanu sodného,
popi. draselného do H* protonované formy (kyseliny hyaluronové) nebo konverzi
na tetrabutylamoniovou siil (TBA).*2% V nésledujicich podkapitolach je uveden
piehled cinidel, které se vyuzivaji k modifikaci nebo navazani pozadovaného
substituentu na HA a k ptipravé sekundarnich funkénich skupin na fetézci tohoto

polysacharidu.

1.6.1 Modifikace karboxylové funkéni skupiny

Priprava amidii

Reakce karboxylové skupiny s aminoskupinou za pfitomnosti karbodiimidi ve
vodném prosttedi je jednou z nejpouzivanéjiich metod modifikace hyaluronanu.**
Nejbéznéjsim  Cinidlem  ztady  karbodiimidd  je N-ethyl-N"-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid,*#¢ ¢asto v kombinaci N-
hydroxysukcinimidem nebo 1-hydroxybenzotriazolem.*” Dalsi moznosti piipravy
amidické  vazby je  pouziti  4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-
methylmorfolinium-chloridu.*® Jiny zplsob aktivace karboxylové skupiny

spoc¢iva v reakci HA karboxylové skupiny s N,N -karbonyldiimidazolem.*
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Priprava esterii

Druhym casto pouzivanym zpisobem modifikace karboxylové skupiny HA
jsou reakce za vzniku esterové vazby. Bylo popsano nékolik reakci, kdy
dochézelo k tvorbé esterové vazby za pouziti alkylhalogenidi,®® dale tosylatd,>!

derivatu diazomethanu®2 nebo oxiranti.>?

1.6.2 Modifikace hydroxylovych skupin

Priprava esteri

Mezi vyznamné modifikace hydroxylovych skupin patii zejména jejich
esterifikace. Kolektiv autora Teemmeraas® patentoval v roce 2007 piipravu
esterit HA za pomoci alkylsukcinanhydridi. Formace estert byla popsana takeé
za pouziti acylchlorid.>® Jako posledni piiklad p¥ipravy estert HA je uvedena
reakce za vyuziti in Situ generovaného smésného anhydridu, kdy byl
Yamaguchiho reagent (2,4,6-trichlorbenzoylchlorid) pouzit kolektivem Huerta-

Angeles, pro modifikaci HA napiiklad fetézci mastnych kyselin.>®

1.6.3 Priprava dalSich funk¢nich skupin na HA retézci

V odborné literatuie je popsano také nékolik zplsobi, jak na skeletu HA
ptipravit nové funkcni skupiny (napiiklad NH,, =O). Jednou z moznosti jak
transformovat karboxylovou funkci glukuronové jednotky je redukce pomoci 9-
borabicyklo[3.3.1]nonanu®’ nebo NalO,°® Naopak oxidaci lze piipravit aldehyd z
hydroxylové skupiny na C6 N-acetyl-D-glukosaminu. K tomuto Gcelu se pouziva
napiiklad oxidacni syst¢ém AcNH-TEMPO/NaClO, ¢imz je dosazeno oxidace
ptiblizn€ 10 % hydroxylovych skupin. Zisku vyssiho poctu aldehydickych skupin
v produktu lze dosdhnout u¢inkem Dessova-Martinova oxida¢niho ¢inidla.*
Deacetylaci N-acetylu glukosaminové jednotky HA siranem hydrazinu lze

piipravit primarni aminoskupinu.®
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1.7 Teranostické nosi¢ové systémy pripravené z derivatiit HA

Kyselin¢ hyaluronové, respektive hyaluronanu a jeho derivatim, je vénovana
velka pozornost v oblasti tvorby nosi¢ovych systému pro 1é¢iva. Vyuziti HA pro
konstrukci teranostik s sebou prinasi nezanedbatelnou vyhodou pro aktivni cileni
z divodu pritomnosti specifickych receptori pro HA na povrchu bunék
zivoc¢isnych a lidskych tkanich. Z nejznaméjsich je to naptiklad receptor CD44,
velmi Casto také exprimovany nékterymi nddorovymi buitkami, jenZ usnadiuje
endocytézu HA do bunék.%%? V nasledujicim textu jsou uvedeny vybrané ukazky

teranostickych nosi¢ovy systému pfipravenych z derivati hyaluronanu.

Prvnim piikladem je opticky detekovatelny systém pro doruCovani 1é€iv,
tvofeny fluorescencnim amfifilnim derivatem HA. Strukturné se jednd o HA
modifikovany steroidnim motivem kyseliny 5B-cholové a pentamethinovym
cyaninovym barvivem, komeréné zna¢enym Cy5.5.9%4 Bylo zjisténo, ze ve
fyziologickych  podminkach dochazi k autoagregaci tohoto derivatu
prostfednictvim hydrofobnich interakci a tvorbé sférickych nanocastic
0 rozmérech pfiblizné¢ 350-400 nm v zavislosti na stupni modifikace HA
(Obrazek 3). Pii in vivo testovani téchto nanocastic byla pozorovana vyznamna
akumulace ptipravenych agregati v nadorové tkani (SCC7 buiiky), ale zaroven

také jejich nezadouci akumulace v jatrech.
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Obrazek 3: Fluorescencné znaceny a hydrofobizovany derivat HA a jeho agregace

ve vodném prostiedi.®®

18



Za ucelem snizeni akumulace v jatrech a prodlouzeni cirkulace nosi¢ového
systému v krevnim fecisti byl k vySe uvedenému fluorescenénimu amfifilnimu
HA derivatu konjugovan PEG.®® Dalsi studii, v niz byl vyuzit vySe popsany
derivdt HA s kovalentné navdzanym fluorescen¢nim barvivem Cy5.5, byla
provedena kolektivem autora Lee.®® Jednalo se o piipravu fluorescenng
znacen¢ho, enzymaticky citlivého nosiCového systému s enkapsulovanymi
SPION, umoznujiciho dudlni zobrazeni pomoci fluorescence a MRI. Pro potieby
kombinace fluorescenéni a MRI diagnostiky piipravili Cho a kolektiv®’
hyaluronan modifikovany ceramidem 3B (CE), dale chelatacnim ¢inidlem DTPA

pro ionty gadolinia a také fluorescenc¢nim barvivem Cy5.5.

V nésledujicim odstavci jsou dale uvedeny pfiiklady ze soucasné odborné
literatury, kdy byl hyaluronan modifikovan heptamethinovymi cyaninovymi
latkami. Miki a jeho kolektiv®® pfipravili derivat HA s vazanym PEG, dale
znacCeny barvivem indocyaninovou zeleni. Ziskany amfifilni derivat HA byl
schopen agregace ve vodném prostiedi a akumulace v nadorové tkani, kde jej bylo
mozno neinvazivng detekovat, ato pomoci optického a fotoakustického
zobrazovéani. Mezi dal$i vyznamné autory patii Kelkar.®® Ve své studii piedstavil
derivat HA s kovalentné vazanym barvivem Cy7.5 a motivem kyseliny 5p-
cholové, jez opét tvoril agregaty ve vodném prostiedi. Derivat HA znaceny Cy7.5
byl pouzit invivo az v dalsi praci kolektivu autora Hill, pficemz byl tspésné
aplikovan jako kontrastni latka napomdhajici pti chirurgickych operacich nadort
modelovych mysi.”% Jako posledni typ heptamethinové cyaninové latky je zde
zminéna fluorescenéni latka IR808, jez byla navazana na modifikovanou
karboxylovou skupinu HA. Bylo zjisténo, ze ptipraveny derivat hyaluronanu lze
vyuzit nejen pro cilenou fototermalni terapii, ale navic ma také funkci

diagnostické latky pro fotoakustické a optické zobrazeni nadora.”
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Ptikladem ze soucasné odborné literatury jsou také nosi¢ové systémy, autory’?
oznacované jako teranostické micely. Zakladem pro tvorbu téchto micel byl HA
s kovalentné¢ vazanou latkou z fad ftalocyaninti — Chlorin C6. Micely se osvédéily
jako vhodné nejen pro NIR fluorescenéni a fotoakustické zobrazeni nadoru, ale

také jako ¢nidlo pro fotodynamickou terapii.

Micely, liposomy, emulze a riizné dal$i typy nosi¢li byvaji popisovany
V souvislosti se zvySenim schopnosti penetrace 1€¢iv kiizi a prave z téchto divodii
se jevi jako velmi atraktivni pro topické poddvani jak kosmetickych, tak
farmaceuticky zajimavych sloudenin.”*"® Piikladem derivatu hyaluronanu
znaceného fluoresceinem a studia jeho schopnosti doruc¢ovani 1é¢iv dermalni

cestou mize byt prace kolektivu Kong.”’
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristrojové vybaveni a metody analyz

Veskera NMR spektra byla naméfena na piistroji BRUKER AVANCE™ I1I
500. Stupen substituce (SS) v molarnich procentech byl stanoven pomoci
normalizovanych integralnich intenzit signald v *H NMR spektrech. SS (%)
odpovida molarnimu mnozZstvi navdzaného substituentu vztazenému k molarnimu

mnozstvi vSech dimera polysacharidu.

Fluorescen¢ni spektra byla zaznamenana na piistroji PTI Quantamaster 400

vV demineralizované vodé nebo 0,1 M roztoku fosfatového pufru (PBS; pH = 7,4).

Pro termogravimetrickou (TG) analyzu oleatu Zelezitého a mnozstvi kyseliny

olejové vazané ke SPION byl pouzit ptistroj TG Q500 (TA Instruments).

Velikost SPION byla stanovena pomoci fotografii z elektronového mikroskopu
Magellan 400. Velikost SPION byla stanovena jako primér vypocitany vzdy ze

100 nanocastic ze tiech riznych fotografii.

Primérnd molekulovd hmotnost hyaluronanu byla stanovena pomoci GPC
s riznymi detektory podle diive popsané metody.’® Struktura HA-cypate byla
potvrzena po jeho enzymatickém Stépeni hyaluronan lyazou. Smés oligosacharidu
byla separovdna pomoci UPLC chromatografického systému (Class I, Waters,
Manchester, UK), kdy detektorem byl hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si
(Waters, Manchester, UK). Posledni dvé uvedené analyzy byly provadény ve
spolupraci s R&D skupinou Farmakokinetika (Contipro).

Ptiprava polymernich micel z HA-cypate-C18:1, HA-NM-C18:1 a HA-NM-
C6 s enkapsulovanym doxorubicinem nebo kurkuminem byla provedena metodou

odpateni rozpoustédla. V ptipad¢ enkapsulace SPION byl vyuzit ultrazvuk.
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Vysledky in vitro experimenti byly zaznamenany prostfednictvim
konfokalniho mikroskopu TCS SP8 X Leica Microsystems GmbH. Veskeré in
VIVO neinvazivni zobrazovaci analyzy byly provedeny na pfistroji IVIS Lumina

XR Series 111.

2.2 In vitro experimenty
In vitro experimenty byly provedeny ve spolupraci s vyzkumnou skupinou

Fyziologie buiikky Contipro a.s. Pro testovani vstupu nosi¢ovych systémut (HA-
NM-C18:1 a HA-NM-C6) s inkorporovanym kurkuminem do bun¢k byly pouzity
lidské dermalni fibroblasty (NHDF). Experimenty s kuzi byly provedeny podle
pokynlt OECD ve Francovych celach. Testovana latka byla aplikovana na praseci

kazi z usnich boltcti 0 tloust’ce ptiblizné 1 mm po dobu 20 h.

2.3 In vivo experimenty

Veskeré pokusy na zvifatech byly provedeny ve spolupraci s Ustavem
biofyziky AV CR/FNUSA-ICRC Brno v souladu s jejich pokyny a etickymi
zasadami. Biodistribuce intravendzné¢ aplikovaného derivatu HA-cypate-C18:1
byla testovana na modelovych mySich typu Balb/C. Testovani biodistribuce
a protinadorového ucinku derivatu HA-cypate-C18:1 a nosi¢ovych systémi z n¢j
ptipravenych probéhlo v mySich zvitatech s nehmatnym prsnim nadorem (4T1
luc bunky). Skupinam mysi byla 14., 21. a 28. den ristu nadoru intravendzné

podana vybrana latka nebo nosicové systémy v 0,1M PBS.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Syntéza derivati hyaluronanu
S ohledem na uvazované aplikace HA derivata v biologickych systémech byl

ve vSech pfipadech zvolen piistup k modifikaci HA prostiednictvim
hydroxylovych skupin, tedy bez funkcionalizace karboxylovych skupin HA tak,
aby byl zachovan polyaniontovy charakter biopolymeru a dale schopnost
receptorového rozpoznani (receptor CDA44) hyaluronanu v biologickych
systémech. Z divodu komplikovaného systematického ndzvoslovi derivata
hyaluronanu jsou v tomto textu pro nazvy latek pouzity zkratky (viz seznam
zkratek) korespondujici s modifikaci polysacharidu urcitou latkou (naptiklad
oznaceni pro hyaluronan HA modifikovany fluorescencni latkou cypate je HA-
cypate; hyaluronan modifikovany cypate a fetézci kyseliny olejové HA-cypate-
C18:1).

3.2 Fluorescencni znaceni hyaluronanu
3.2.1 Modifikace hyaluronanu latkou cypate

Pro pfipravu teranostik, jejichz zdkladem je polysacharidovy fetézec HA,
byla vybrana NIR fluorescen¢ni latka cypate, jeZ byla ptipravena dle jiz diive

popsané nékolika krokové syntézy.”

Hyaluronan modifikovany latkou cypate (HA-cypate) se podaiilo pripravit
(Schéma 1) reakci N,N-karbonyldiimidazolu (CDI, systematicky di-(1H-
imidazol-1-yl)methanon) s cypate za piredpokladu vzniku intermediatu, ktery dale
reagoval s kyselinou hyaluronovou v DMSO. Pro docileni pozadované
rozpustnosti HA v DSMO byl nejprve hyaluronan sodny pfeveden na kyselinu
hyaluronovou (HAH) vyménou Na* iontii za H* pomoci komeréné dostupného
katexu. Pro interni potfeby firmy byly pro pfipravu modifikovaného produktu
vyuzity HAH o My, v rozmezi M,, = 6 000-105 000 g-mol* v mnozstvi 0,1-1,5 g.

Ve vSech téchto piipadech bylo dosaZeno stupné substituce pod 1 %.
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Schéma 1

PR 7y o
N N
(ﬁ ,;\ ”_ 5 ,,\/ /\ \’\
e )
M . N)—/ HO
— o .
0%0H N O
NT T

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

HA-cypate

Charakterizace produktu byla provedena pomoci NMR technik a UPLC-MS.

Jako nejsilnéjsi dikaz tvorby pozadované latky je na Obrazku 4 uvedeno ESI-MS

spektrum fragmentace disacharidu HA-cypate (m/z 984,3924). Po modifikaci HA

latkou cypate bylo pii excitaci 665 nm naméfeno maximum emise HA-cypate pii

699 nm.
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Obrazek 4: ESI-MS spektrum fragmentace disacharidu HA s vazanou latkou cypate.

AGIcA = modifikovana kyselina-D-glukuronova; GIcNAc = N-acetyl-D-glukosamin.

24



3.2.2 Syntéza hyaluronanu znaceného nilskou modri
Pro ucely studia derivati HA v biologickych systémech in vitro (primarné pro
studium dermalni penetrace, nebo dale vstupu nosicovych systémuti do bun¢k) byl

pripraven hyaluronan s kovalentné vazanou nilskou modii (HA-NM).

Prvnim krokem pfipravy hyaluronanu modifikovaného nilskou modii (HA-
NM) byla syntéza oxidované formy HA (HA-OX) dle publikovaného
postupu.>®898l Reakce byly provadény za stejnych podminek, vyjma doby reakce.
Vysledky reakci jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1: Ptiprava HA-OX o riznych molekulovych hmotnostech.

Mw HA |polydisperzita| t Mw HA-OX | polydisperzita| SO
[g-mol™'] [min] | [g'mol™] [%0]
18 000 * 15 16 000 1,6 55
26 000 1,6 15 21 500 1,6 6,5
26 000 1,6 30 22 500 1,5 7,6

*Data o polydisperzité nebyla dostupna.

Druhym krokem syntézy (Schéma 2) hyaluronanu s vazanou nilskou modfi
(HA-NM) bylo jiz samotné navazani nilské modfi na oxidovanou formu HA

(My =16 000 g-mol, SS = 5,5 %) reduktivni aminaci za pomoci NaBH3CN.

i LA

LA N.T«n] 1/2 80,% [

HoN :"“"A‘O':“‘"\‘N*’\"
g

NaBH,CN, DMSO/H,0
~ o 24 h, 25 °C

HA-OX HA-NM

Byl ptipravenu HA-NM se SSym = 0,9 %. Pii excitaci 635 nm bylo naméfeno
maximum emise zafeni pii 675 nm, jeZ se po hydrofobizaci HA-NM vyznamné

nezmeénilo.
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3.3 Hydrofobizace fluorescen¢nich derivati hyaluronanu

Pro ucely piipravy amfifilnich derivatd, schopnych agregovat ve vodném
prostfedi a tvofit fluorescenéné znacené nosi¢ové systémy — polymerni micely
(PM), byly HA-cypate a HA-NM dale modifikovany riznymi typy fetézct

mastnych kyselin.

3.3.1 Hydrofobizace hyaluronanu kyselinou kapronovou

V tomto pripad¢ byly pfipraveny hydrofobizované derivaty pouze HA-NM
pomoci komeréné dostupného symetrického anhydridu kyseliny kapronové
(hexanové¢) Vv piitomnosti TEA. PoZzadovana latka byla pfipravena za pouziti
ruznych ekvivalentii symetrického anhydridu 2,5-4,0 vaéi 1 ekvivalentu
hyaluronanu, pii dob¢ reakce (2—3 h) se SS¢s 0d 4252 %. Derivat HA-NM-C6
se SScs = 52 % byl dale pouzit pro ptipravu polymernich micel s inkorporovanym
kurkuminem. Ve spolupraci s biology z firmy Contipro byl studovan transport
téchto nosiCovych systémi s modelovou fluorescencni latkou do vybranych

bun¢k (viz kapitola 5.2).

3.3.2 Hydrofobizace hyaluronanu kyselinou olejovou.

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

micel %682

Ob¢ dve latky HA-cypate i HA-NM byly hydrofobizovany fetézci kyseliny
olejové dle upravené metody, kdy piavodné bylo jako aktivaéni ¢inidlo vyuZzivan
Yamaguchiho reagent (2,4,6-trichlorbenzoylchlorid), avsak z divodu jeho vysoké
ceny, se zacal pouzivat ve firmé¢ Contipro levnéjsi analog benzoylchlorid.%®#?

Prvnim spole¢nym krokem modifikace HA-cypate i HA-NM byla reakce mezi
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kyselinou olejovou a benzoylchloridem v pfitomnosti TEA za vzniku smésného
anhydridu. In situ pfipraveny smésny anhydrid byl dale pouzit pro hydrofobizaci
(Schéma 3) HA-cypate (vychozi My =15 000 g-mol™, SS=0,7 %). Pouzitim
rizného stechiometrického poméru kyseliny olejové (0,2-1), TEA (0,2-1)
a v pritomnosti katalyzatoru DMAP byl HA-cypate-C18:1 ptipraven se SSciga

V rozmezi 2—13 %.

Schéma 2
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Po modifikaci HA-cypate fetézci kyseliny olejové bylo zjisténo, ze nedoslo ke
zméné fluorescencnich vlastnosti a pfi excitaci zafenim o vinové délce 665 nm
bylo naméfeno maximum emise pii 693 nm. Pro tvorbu polymernich micel
s inkorporovanym doxorubicinem nebo doxorubicinem a SPION byl vybran jako

vhodny derivat HA-cypate-C18:1 se SSeypae = 0,7 % a SScis:1 = 10 %. U toho
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syntetizovaného derivatu HA-cypate-C18:1 a rovnéz u nosicovych systémi z néj
piipravenych byla sledovana biodistribuce in vivo a protinadorovy ucinek

na modelovych mysich (viz kapitola 4).

HA-NM byl hydrofobizovan fetézci kyseliny olejové opét pomoci
benzoylchloridu, a to za stejnych reakénich podminek jako HA-cypate-C18:1.
Byl pfipraven pouze jeden derivat HA-NM-C18:1 (vychozi Myna-ox = 16 000 ¢
‘mol™, SSym=10,9 %, SScig:1 =10%), u n&hoz byla pomoci fluorescenéniho
a konfokalniho mikroskopu nasledné testovana jeho schopnost dermalni
penetrace. Ztéto latky byly taktéz ptipraveny polymerni micely
s enkapsulovanym kurkuminem, u nichz byl zkouman vstup a schopnost doru¢eni
modelového 1é¢iva do vybranych bunék. Uvedené in vitro experimenty jsou

strué¢né komentovany v kapitole 5.

3.4 Priprava série derivati hyaluronanu modifikovanych
poly(ethylenglykolem).

Fluorescenné¢ znacené nosiCové systémy na bazi hyaluronanu, popsané
v soucasnych odbornych publikacich, vétSinou vykazuji velmi efektivni in vivo
akumulaci v nadorové tkani. Béhem biodistribuce téchto nosi¢t vSak taktéz
vétSinou nastava jejich nezadouci nahromadéni v jatrech, coz mtze napiiklad
snizovat ucinky cilené 1é¢by nebo v nékterych ptipadech vést az k intoxikaci jater.
636466 Nezadouci akumulace v jatrech pii biologickém testovani in vivo (viz
kapitola 4) byla taktéZz pozorovana u nosiCovych systémid na bazi nové
pfipraven¢ho derivatu HA-cypate-C18:1. Uvadi se, Zze ptfipojenim PEG ke
struktufe nosi¢ového systému muize dochazet ke zvysené akumulaci nosi¢ovych

systémil V pozadovaném misté — nadoru.®°83-80

Pro pfipravu hyaluronanu s vazanym poly(ethylenglykolem) (HA-PEG) byl
vybran jako modifikacni ¢inidlo methoxy-poly(ethylenglykol)amin (M, = 1 000

g-mol™). Vychozi latkou byl hyaluronan oxidovany na C6 glukosaminové
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jednotce HA, ktery byl pfipraven dvéma zptisoby. Tim prvnim je HA-OX ziskany
oxidaci za vyuziti systému ACNH-TEMPO/NaCIlO (viz kapitola 3.2.2). Pro zisk
stejného typu oxidovaného hyaluronanu, avsak s vys$sim stupném oxidace (43 %),
Ize pouzit Dessovo-Martinovo ¢inidlo.”® Syntéza titulni latky byla, stejné jako
v piipad¢ hyaluronanu znac¢eného nilskou modii, provedena reduktivni aminaci
oxidované formy HA (Schéma 3). Jako uc¢inné redukénim ¢inidlem byl v tomto
ptipad¢ zvolen komplex boranu s 2-methylpyridinem. Vysledky reakci jsou

shrnuty v Tabulce 2.

Schéma 3

u-picolin.BHs
H20, 24h, 25 °C

Tabulka 2: Ptiprava HA-PEG s riznym stupném substituce PEG.

HA-OX PEG | a-pikolin.BHs| HA-PEG
Mw[gmol ]| SO [%] | ekv. ekv. SS [%]
22 500 7,5 0,1 0,1 6,5
22 500 7,5 0,1 0,1 6
22 500 7.5 0,15 0,15 7

Pro nalezeni potencialné nejvyhodnéj$i moznosti ptipravy pozadované latky
HA-cypate-C18:1-PEG byly dale navrzeny dvé cesty A a B (Schéma 4), kdy
v obou piipadech byl vychozi latkou HA-PEG (SS = 6,5 %; 22 500 g-mol ™).
Latka cypate byla k HA navdzéna opét prostiednictvim CDI, fetézce kyseliny
olejové pomoci benzoylchloridu. Bylo zjiS§téno, Ze pozadovany hyaluronan
znaceny latkou cypate, hydrofobizovany fetézci kyseliny olejové a s vazanymi
PEG lze pfipravit obéma vyse diskutovanymi cestami. Jinymi slovy, Ize zaménit

pofadi krokid, ve kterych je na strukturu HA-PEG postupné zavedena
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fluorescen¢ni znacka cypate a lipofilni zbytky kyseliny olejové. V rdmci
piedlozené diserta¢ni prace jiz nedoSlo K hlubSimu zkoumani fyzikalné-

chemickych vlastnosti ani biologickému testovani téchto ptipravenych derivati.

Schéma 4
HA
!
HA-OX
!
HA-PEG
METODA A /\ METODA B
HA-C18:1-PEG HAH-PEG
{ +
HAH-C18:1-PEG HA-cypate-PEG
' '

HA-cypate-C18:1-PEG HA-cypate-C18:1-PEG

3.5 Priprava a charakterizace superparamagnetickych
nanocastic oxidu Zeleza

3.5.1 Syntéza oleatu Zelezitého

Pro ptipravu SPION obalenych kyselinou olejovou se jako vhodny prekurzor
Casto vyuziva oleat zelezity.®” Z divodu toho, Ze se jednd o komeréné
nedostupnou latku, bylo nejprve nutno oleat Zelezity piipravit. K tomu byla
vyuzita relativné jednoducha reakce FeCl;.6H,0 s oleatem sodnym provedena dle

dfive popsaného literarniho postupu.®

3.5.2 Syntéza nanocastic na povrchu modifikovanych kyselinou olejovou

Pro ptipravu série SPION byl zvolen velmi ¢asto vyuzivany zptsob termalniho
rozkladu prekurzoru oleatu Zelezitého.®® Byly provedeny pokusy o piipravu
(Schéma 5) monodisperznich SPION v rozmezi velikosti ¢astic 5-20 nm tim, ze
byly ménény parametry reakce, jako je rychlost ohfevu, doba reakce a teplota,
dale pouzité rozpoustédlo, pfiCemz mnozZstvi a pomer reaktantli byly vzdy stejné.
Zvoleny postup syntéz vedl k zisku pouze Ctyt Sarzi SPION o velikosti 5 nebo

12 nm s polydisperzitou do 10 %.
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Schéma 5

TN

3.5.3 Stanoveni mnozstvi vazané kyseliny olejové pomoci TG

)

5

S

ot

O--Fe-O
C oktadec-1-en, dokosan

Ar, 280-360 °C, 1-2 h

V Tabulce 3 je u vyhovujicich Sarzi SPION (5 a 12 nm) uvedeno stanovené

mnozstvi vazané a volné kyseliny olejoveé pomoci TG.

Tabulka 3: Stanoveni volné a vazané kyseliny olejové.

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

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

vhodnou pro ptipravu uniformnich SPION, v ramci doktorského studia se

nepodafilo uspokojivé reprodukovat syntézy nebo najit vhodné podminky, které

by opakované vedly k ptipravé velikostné uniformnich SPION modifikovanych

stejnym mnozstvim kyseliny olejové.
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4. BIOLOGICKE TESTOVANI DERIVATU
HYLAURONANU ZNACENEHO CYPATE

4.1 In vivo biodistribuce HA-Cypate-C18:1 ve zdravych mySich
Prvotni in vivo experimenty s NIR fluorescenéné zna¢enym hydrofobizovanym
hyaluronanem HA-cypate-C18:1 byly provedeny zejména S cilem zjistit
moznosti neinvazivni in vivo detekce tohoto derivatu. Ze zaznamenané emise
zafeni bylo zjisténo, ze HA-cypate-C18:1 je detekovatelny in vivo, pii¢emz je po
Intravendznim podani u zdravé mysi distribuovan zejména do jater. Po jednom

podani bylo mozno zobrazeni provadét po dobu az 2 tydnd.

4.2 In vivo biodistribuce HA-cypate-C18:1 v mySich s nadorem
Jednim zkli¢ovych in vivo experimenti celé této prace byla studie

biodistribuce HA-cypate-C18:1 (M,, = 15000 g-mol™; SSeypate = 0,7 %;
SScis1=10 %) v mysich Balb/C s prsnim nadorem (4T1 luc bunky). V tomto
ptipad¢ byl fluorescencni signal detekovatelny opét v jatrech, ale také v misté
nadoru, a to 24 hodin po intravendzni aplikaci (Obrazek 5). Rist nadoru bylo
mozno monitorovat nejméné po dobu 2 tydnt bez nutnosti dal§iho podani HA
derivatu. Akumulace HA-cypate-C18:1 v nadoru byla potvrzena kolokalizaci
S bioluminiscen¢nimi signdly. Na zakladé piedeslych studii l1ze predpokladat, ze
efektivni nadorové cileni HA polymernich micel mizZe byt zptisobeno kombinaci
tzv. pasivniho cileni (EPR efekt),” stejné tak jako cilenim aktivnim za ucasti

specifického receptoru CD44 %

HA-cypate-C18:1 luciferaza

24 h

Obrazek 5: Biodistribuce HA-Cypate-C18:1 v mysich s nadorem v Case.
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4.3 Protinadorovy ucinek nosicovych systémi na bazi HA-
cypate-C18:1

Z ptipravené¢ho HA-cypate-C18:1 byly ptipraveny tii typy polymernich micel.
Prvnim typem byl HA-cypate-C18:1 bez 1éCiva, druhy typ PM byl HA-cypate-
C18:1 s enkapsulovanym doxorubicinem a tfeti typ PM byl HA-cypate-C18:1
s enkapsulovanym doxorubicinem spolu se SPION. NejvétSimu riist nddoru doslo
ve skupiné mysi, které byl podan pouze HA-cypate-C18:1 bez 1é¢iva. Nador rostl
nejméné po podani HA-cypate-C18:1 s enkapsulovanym doxorubicinem
a zaroven SPION. Pro kontrolu neinvazivniho vyhodnoceni progrese nemoci byly
po ukonceni 1€cby mySi usmrceny a prob&hlo vynéti organti, pii¢emz tieti skupina
(I1é¢ena HA-cypate-C18:1 s enkapsulovanym doxorubicinem a zarovein SPION)
méla neymensi hmotnost sleziny a nadoru. V daném modelu je zvétSena slezina

indikaci progrese nemoci.%

5. TESTOVANI DERIVATU HYLAURONANU
ZNACENEHO NILSKOU MODRI IN VITRO

5.1 Penetrace derivati hyaluronanu kuzi

Dalsim dil¢im cilem bylo u derivatu HA-NM-C18:1 studovat jeho schopnost
penetrace prasec¢i kuzi in vitro. Vysledky experimentu (Obrazek 6) naznacuji, ze
fluorescencné znaceny derivat HA hydrofobizovany kyselinou olejovou je
pravdépodobné schopen proniknout skrz stratum corneum do hlubSich vrstev
pokozky a je schopny penetrovat nejspise transcelularni cestou — skrze té€la bunék

rohové vrstvy (korneocytli) a bun€k zbyvajicich vrstev pokozky (keratinocytl).

:'~ 2 _—

Obrazek 6: Snimky prifezi praseci kuze: vlevo fluorescence — HA-N M-C18:1;

uprostied — fluorescence obarvenych jader (Hoechstova modr), vpravo — piekryv.
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5.2 Vstup latek do bunék

Jako posledni byla ziskana informace o chovani nosi¢ovych systému na bazi
hylauronanu modifikovaného mastnymi fetézci po interakci s bunkami. Z latek
HA-NM-C18:1 aHA-NM-C6 byly pfipraveny nosiCové  systémy
s enkapsulovanym kurkuminem. Na Obrazku 7 je uvedena série snimkul
Z experimentu s nosi¢ovym systémem vytvoienym z HA-NM-C18:1. Pro
vyhodnoceni experimentu bylo vyuzito zejména rozdilné vinové délky zateni
obou fluoroford — nilské modii (Obrazek 7 vlevo) a kurkuminu (Obrazek 7
uprostied), kdy na Obrazku 7 vpravo je znazornén piekryv piedchozich obraz.
Modelové 1é¢ivo kurkumin bylo pozorovano ve stejnych oblastech jako
fluorescencni znacky nosiCoveho systému, coz demonstruje kolokalizaci
kurkuminu a nosicovych systémt v buiice. Stejnych vysledkd bylo taktéz
dosazeno pii experimentu s nosicovym systémem kurkuminu, ptipravenym z HA-
NM-C6. Na zaklad¢ vysledki téchto experimenti 1ze testované polymerni micely
povazovat za nosi¢ové systémy, jez dokazou vstoupit a dorucit modelovou latku

dovnitf fibroblastu.

emise zareni nilské modfi emise zareni kurkuminu pFekryv snimku

Obrézek 7: Snimky vybraného fibroblastu inkubovaného s PM na bazi HA-NM-
C18:1.
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6. ZAVER A PRINOS PRACE

Predlozend prace je zaméiena na vyvoj vhodné modifikovaného hyaluronanu
(HA) pro pripravu nosi¢ovych systému terapeutickych latek detekovatelnych
Vv biologickych systémech, pfedevSim teranostik. Hlavnim cilem bylo nalézt
zpusob zavedeni  vybranych fluorescen¢nich barviv do  struktury
hydrofobizovaného hyaluronanu tak, aby derivaty HA, respektive polymerni
micely (PM) z nich pfipravené, byly detekovatelné in vitro a zejména in vivo.
Veskeré syntézy derivatt HA byly zamérné provadény bez modifikace
karboxylové skupiny HA. Kratsi ¢ast doktorského studia byla vénovana syntéze
superparamagnetickych nanocastic oxidu Zeleza obalenych kyselinou olejovou
(SPION). Zavrseni celého vyzkumu piedstavovalo testovani vybranych latek
a nosicovych systémi invitro a in vivo, za ucelem porozuméni chovani

nosi¢ovych systémt v zivych buiikach a tkanich.

Prvni dil¢i cast predstavovala syntéza derivatu hyaluronanu pro pfipravu
nosi¢ovych systému s terapeutickou i diagnostickou funkci — teranostik. Jako
kontrastni latka bylo vybrano NIR fluorescencni barvivo cypate. Pro piipravu
derivatu HA-cypate se jako ucinné ¢inidlo osvédéil N,N -karbonyldiimidazol
zprostfedkovavajici vznik esterové vazby mezi karboxylovymi skupinami cypate
a hydroxylovymi skupinami HA. Druhym krokem byla hydrofobizace HA-Cypate
fetézci kyseliny olejové metodou smésného anhydridu pripraveného in situ reakci
kyseliny olejové a benzoylchloridu. Navazani cypate k HA dale umoZnilo
neinvazivni in vivo studium chovani vybranych derivati a polymernich micel
z nich pripravenych. Jako modelova zvifata byly pouzity zdravé imunitné
kompetentni mysi BALB/c, nebo tytéz mysi Snehmatnym prsnim nadorem
(buniky 4T1 luc). V Gvodnich in vivo experimentech se zdravou skupinou mysi
byla pozorovana dostateCna emise zareni derivatu HA-cypate-C18:1, ptiCemz
bylo moZno neinvazivné detekovat jeho biodistribuci, zejména do jater. Nasledné

byly provedeny experimenty se tfemi typy polymernich micel na bazi HA-cypate-
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C18:1, a to bez lécCiva, s enkapsulovanym doxorubicinem nebo doxorubicinem
a SPION, jez byly podany mySim s prsnim nadorem. Ve vSech tfech ptipadech
dochazelo k efektivnimu nahromadéni micel v nadoru, ale také opét v jatrech.

Nejvétsi protinadorovy ucinek byl pozorovanu micel s doxorubicinem a SPION.

Ve snaze potlacit nezddouci akumulaci nosictli, pfipravenych z HA-cypate-
C18:1, vjatrech bylo pristoupeno k modifikaci tohoto  derivatu
poly(ethylenglykolem) (PEG). Jako vychozi derivat pro modifikaci hyaluronanu
reduktivni aminaci za vyuziti komplexu boranu s pikolinem slouZzil oxidovany
hyaluronan. Dale bylo postupné navazano fluorescen¢ni barvivo cypate a kyselina
olejova. Rovnéz byl testovan postup s obracenym poradim poslednich dvou
krokli. Obéma vyzkouSenymi postupy se podafilo pfipravit findlni derivat HA-
cypate-C18:1-PEG s ptiblizné stejnymi vlastnostmi. Doposud nebyla testovana
biodistribuce HA-cypate-C18:1-PEG v modelovych zvifatech, tudiz nelze
zhodnotit, zda navazani PEG pfispélo k eliminaci akumulace dan¢ho derivatu

nebo nosicového systému z néj piipraveného v jatrech.

Druhou fluorescenc¢ni latkou pouzitou pro modifikaci hyaluronanu byla nilska
modf. Stejné jako v ptipadé PEG byl vychozi latkou pro navdzani nilské modii
oxidovany hyaluronan a modifikace byla provedena pomoci reduktivni aminace
pomoci NaBH3;CN. Hyaluronan znaceny nilskou modii byl nasledné
hydrofobizovan fetézci kyseliny kapronové nebo olejové. V ptipadé derivatu HA-
NM-C18:1 bylo pomoci fluorescen¢niho a konfokalniho mikroskopu prokazano
in vitro, ze tato latka je schopna penetrace stratum corneum az do hlubsich vrstev
kize — epidermis i dermis. Ze syntetizovanych latek HA-NM-C18:1 a HA-NM-
C6 byly dale piipraveny kurkumin nesouci polymerni micely a byla prokazana

jejich schopnost vstupu a doruc¢eni modelového 1é¢iva do fibroblasti.
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Poslednim cilem préce byla ptiprava superparamagnetickych nanocastic oxida
zeleza obalenych kyselinou olejovou s poZzadovanou velikosti ¢astic v rozmezi 5—
20 nm anizkou polydisperzitou. Termalnim rozkladem oleatu Zelezit¢ho byly
ziskdny nanocastice pozadovanych vlastnosti (nizkd polydisperzita) pouze
v ptipadé SPION s primérem 5 a 12 nm. V dob¢ vyhrazené pro doktorské studium
se bohuzel nepodafilo najit vhodné podminky syntézy, které by opakované vedly

k ptipravé uniformnich SPION obalenych stejnym mnozstvim kyseliny olejové.

Zavérem lze shrnout, ze byly navrzeny a piipraveny fluorescencné znacené
hydrofobizované derivaty HA vhodné pro ptipravu nosi¢ovych systému, jez se
cilen¢ akumulovaly v pozadovanych mistech, naptiklad bunkach nebo naddorové
tkani. Tyto latky a nosicové systémy byly navic efektivné detekovatelné in vitro
arovnéz neinvazivné InVvivo pomoci optickych zobrazovacich metod.
Z ptipravenych derivatt HA bylo taktéZ mozZno pfipravit nosiCové systémy
terapeutik, u nichz byl prokdzan protinadorovy ucinek. Modifikovany hyaluronan
se tedy jevi jako vhodny material pro ptipravu teranostik. PfedloZend prace je
soucasti komplexniho aplikovaného vyzkumu dlouhodobé realizovaného ve firme
Contipro. Celkové lze vSak konstatovat, ze ziskané vysledky piedstavuji velmi

cenné informace o chovani nosicovych systému 1é¢iv v biologickych systémech.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACNM-TEMPO 4-amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl, volny radikal
C18:1 oleyl

C6 hexyl

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

DMAP 4-(dimethylamino)pyridin

DMTMM 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-N-
methylmorfolinium-chlorid

EPR efekt zvySené permeability a retence

HA hyaluronan

HA-C6 hyaluronan modifikovany fetézci kyseliny hexanové

HA-C18:1 hyaluronan modifikovany fetézci kyseliny olejove

HA-cypate hyaluronan modifikovany cypate

HA-NM hyaluronan modifikovany nilskou modii

HA-PEG hyaluronan modifikovany poly(ethylenglykolem)

HAH kyselina hyaluronova

HoBt 1-hydroxybenzotriazolu

MRI zobrazovani magnetickou resonanci

NIR blizka infraCervena oblast

NHDF lidské dermalni fibroblasty

NM nilskd modf

PBS roztok fosfatového pufru

PEG poly(ethylenglykol), poly(oxyethylen), poly(ethylenoxid)

PET pozitronova emisni tomografie

PM polymerni micely

SO stupen oxidace

SPION superparamagnetické nanoc¢astice oxidl zeleza

SPECT jednofotonova emisni pocitaCova tomografie

SS stupen substituce

TBA tetrabutylamonium

TEA triethylamin

TEM transmisni elektronovy mikroskop

TG termogravimetrie
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