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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Skoliace pracovisko Katedra farmaceutické technologie
Doktorsky Studijny program Farmaceutickd technologie

Kandidat Mgr. Martin Juhascik

Skolitel doc. PharmDr. Andrej Kovacik, Ph.D.
Konzultantka Gloria Huerta-Angeles, Ph.D.

Nazov dizertacnej prace Stadium konjugatov sfingolipidov s kyselinou

hyalurénovou a ich aplikacie na kozu

Hlavnym cielom tejto prace bolo systematicky navrhnut a nasledne pripravit konjugaty
kyseliny hyalurénovej (HA) s vybranymi sfingolipidmi, ktoré by mohli najst uplatnenie
v ich topickom podavani napr. pri fyziologickom poklese koZznych funkcii. V rdmci tejto
studie boli fytosfingozin a ceramid chemickou cestou spojené s HA prostrednictvom
linkerov, ¢o umozZnilo UspeSnu Upravu HA na hydrofobizovany konjugat sfingolipid-linker-

hyaluronat.

Ako najviac Ucinna sa ukazala byt priprava konjugatu sukcinylceramid-hyaluronat.
Vyvinuta metdda pripravy konjugdtu s vyuzitim zmieSanych anhydridov prindsa radu
vyhod, vratane mozZnosti Skalovania pripravy a prevedenia reakcii vo vodnom prostredi.
Metdda bola efektivna v Sirokom spektre molekulovych hmotnosti, a to od 6
do 442 kgmol?, pri ¢om bol dosiahnuty stuperi substiticie az 14,2 %, z pévodne
definovaného ciela 2,5 a7 3,5 %. Uspe$na modifikdcia HA na konjugat sfingolipid-linker-
hyaluronat bola potvrdena pomocou NMR a infradervenej spektroskopie a hmotnostnej

spektrometrie.

Konjugaty sukcinylceramid-hyaluronat nevykazovali Ziadne cytotoxické ucinky,
avsak bol pozorovany rast buniek, ¢o by mohlo byt prospesné pre pripadni kompenzaciu
dermélnych atrofickych zmien. Dalej konjugat preukdzal vyznamné znizenie hladiny
prozapalového cytokinu interleukinu 6, a to az o 95 %, pri relativne nizkych
koncentraciach. Agregacné vlastnosti boli skimané pomocou kritickej agregacnej
koncentracie, vazbovej konstanty pyrénu, dynamického rozptylu svetla a viazanim
modelovej lipofilnej latky kurkuminu, ktoré potvrdili spontannu organizaciu konjugatov

do polymérnych nanocastic s velkostou do 40 nm.



Po aplikacii polymérnych nanocastic konjugatov sukcinylceramid-hyaluronat
s enkapsulovanou fluorescen¢nou znackou nilskou ¢ervenou na prasaciu kozu ex vivo bola
pozorovana flurorescencia az v dermis. Pripravené konjugaty, aplikované na ludsku kozu
ex vivo, nemali negativny dopad na priepustnost koznej bariéry, ¢o bolo hodnotené
pomocou transepidermalnej straty vody, elektrickej impedancie a priepustnosti koze
pre modelovu latku teofylin. Zinfracervenej spektroskopie sa da vyvodit zaver,
Zze aplikované konjugdaty sukcinylceramid-hyaluronat sice vyznamne neovplyvnili
konformaciu koznych lipidov, ale ovplyvnili sekunddrnu Struktiru keratinu v prospech

tzv. konformacie B-skladaného listu.

Spontanne vytvorené polymérne nanocastice pripravenych konjugatov,
rozpustnych vo vode, by mohli byt zaclenené do vodnej fazy kvapalnych alebo polotuhych
topickych liecivych/kozmetickych pripravkov na liecbu zapalovych koznych ochoreni alebo
sa mohli pouZit ako nosi¢ hydrofébnych aktivnych latok s vyuZitim v (trans)dermalnom

podavani lieCiv.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Training Workplace Department of Pharmaceutical Technology
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Candidate Mgr. Martin Juhascik

Supervisor doc. PharmDr. Andrej Kovacik, Ph.D.

Advisor Gloria Huerta-Angeles, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis Study of conjugates of sphingolipids with hyaluronic

acid and their application on the skin

The main goal of this study was to systematically design and subsequently prepare
conjugates of hyaluronic acid (HA) with selected sphingolipids, which could find
application in their topical administration during physiological decline of skin functions.
In this study, phytosphingosine and ceramide were chemically linked to HA via
biocompatible linkers, enabling successful modification of HA into a hydrophobized

conjugate of sphingolipid-linker-hyaluronate.

The preparation of succinylceramide-hyaluronate conjugate was found to be
the most effective. The developed method of preparing the conjugate using mixed
anhydrides brings several advantages, including the possibility of scaling up
the preparation and conducting reactions in an aqueous environment. The method was
effective over a wide range of molecular weights, from 6 to 442 kgmol?, achieving
a degree of substitution of up to 14.2 %, surpassing the originally defined target of 2.5
to 3.5 %. Successful modification of HA into the conjugate of sphingolipid-linker-

hyaluronate was confirmed by NMR, infrared spectroscopy, and mass spectrometry.

Succinylceramide-hyaluronate conjugates showed no cytotoxic effects. However,
cell growth was observed, which could be beneficial for potential compensation of dermal
atrophic changes. Furthermore, the conjugate demonstrated a significant reduction in
the level of the pro-inflammatory cytokine interleukin 6, up to 95 %, at relatively low
concentrations. Aggregation properties were studied using critical aggregation
concentration, pyrene binding constant, dynamic light scattering, and binding of the
model lipophilic substance curcumin, which confirmed the self-assembling of conjugates

into polymeric nanoparticles with sizes up to 40 nm.



After application of polymeric nanoparticles of succinylceramide-hyaluronate
conjugates with encapsulated fluorescent marker Nile red on porcine skin ex vivo,
fluorescence was observed in the dermis. Prepared conjugates applied to ex vivo human
skin had no negative impact on skin barrier permeability, as evaluated by transepidermal
water loss, electrical impedance, and skin permeability to the model
substance theophylline. Infrared spectroscopy suggests that the applied
succinylceramide-hyaluronate conjugates did not significantly affect the conformation
of skin lipids but influenced the secondary structure of keratin in favor of the B-sheet

conformation.

Self-assembled polymeric nanoparticles of prepared conjugates are soluble
in water and therefore could be incorporated into the aqueous phase of liquid or semi-
solid topical therapeutic/cosmetic preparations for the treatment of inflammatory skin
diseases or could be used as carriers for hydrophobic active substances with application

in (trans)dermal drug delivery.



Pouzité skratky

APl aktivna farmaceuticka latka

BC oo, benzoyl-chlorid

CAC... et kritickd agregacna koncentracia

(615 | U UUPR 1,1'-karbonyldiimidazol

O] T ceramid(y); ceramid NP18:1

DMAP ...ttt 4-dimetylaminopyridin

DMEM ....ccoveiieeeeieee e Dulbeccom modifikované Eaglovo médium

DMSO ...t dimetylsulfoxid

DMTMM...vvvviiiiiiiiiieeeeennn, 4-(4,6-dimetoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-metylmorfolinium-
chlorid

DOSY NMR...cooeeeiieiiireeeen, NMR spektroskopia typu diffusion ordered

DS e stupen substitucie

o U efektivita enkapsuldcie kurkuminu (angl. encapsulation
efficiency)

= PP elektricka impedancia

EtOH .o etanol

o | S Fourier transform infrared spectroscopy

GICA e, D-glukurénova kyselina

GICNAC.....cco e, N-acetyl-D-glukézamin

HA oo, hyalurdnova kyselina, hyaluronan

HA-MCEr..uvveeeieeeeeirrreeeeenn, konjugat maleinylceramidu s hyaluronanom

HA-MP ..o, konjugat N-maleinylfytosfingozinu s hyaluronanom

HA-SCEr ...ovvvieeeeeeeeccivreeeeen, konjugat/polymérne nanocastice konjugatu

sukcinylceramidu s hyaluronanom

HA-SP ..o konjugat N-sukcinylfytosfingozinu s hyaluronanom

HP oo, hydrodynamicky priemer

HSTU oo N,N,N’,N’-tetrametyl-O-(N-sukcinimidyl)urénium-
hexafluorofosfat

HSQCNMR ......coovvvrrrrrereeenn, NMR spektroskopia typu heteronuclear single quantum
coherence

IL-6 e interleukin 6



IPA oo propéan-2-ol, izopropanol

KURK ..o kurkumin

MCET ittt maleinylceramid

MP e N-maleinylfytosfingozin

MS/MS .o, tandemova hmotnostna spektrometria

MTT e 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazélium-bromid

NF-KB...oootreeeeereee e nuklearny faktor k B

NMR e, nukledrna magneticka rezonancia

P o fytosfingozin

PBS .., fosfatom pufrovany fyziologicky roztok, (angl. phosphate
buffered saline, pH=7,4)

o] B ] SRR index polydisperzity

o TS propylénglykol

PPAR....coteeeeeiee e peroxisome proliferator-activated receptor

SCaiiiiiii stratum corneum

] O] R sukcinylceramid

SD ot smerodajna odchylka

SEM o, stredna chyba priemeru

SP e N-sukcinylfytosfingozin

TEA e, trietylamin

TEWL e, transepidermalna strata vody

I 2 [P teofylin

1 | tetrahydrofuran

VK et vazbova kapacita
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1 Uvod a ciel prace

Kyselina hyalurénova je hydrofilny polysacharid, ktory sa v koZi podiela na mnohych
dolezitych funkciach. Topicky podavané pripravky stouto latkou vSak nedostatocne
prenikaju cez hydrofébnu koinu bariéru, uloZenu v najvrchnejSej casti pokozky.
V sucasnosti nachadzaju uplatnenie pripravky na bdze hyalurénovej kyseliny
v hydrofobizovanej forme, ktora je Ziaduca k prekonaniu koZnej bariéry a tym dosiahnutiu

pozadovaného efektu (napr. hydratdcie dermis, protizapalovej aktivity).

Ciefom tejto prace bolo raciondlne navrhnit anasledne pripravit vhodné
konjugaty kyseliny hyalurénovej so sfingolipidmi, ktoré by mohli najst uplatnenie v ich
topickom podavani pri fyziologickom poklese koznych funkcii, pripadne by mohli posluzit
ako nosi¢ lipofilnych farmaceutickych (kozmetickych) aktivnych latok v topickych
pripravkoch. Takéto konjugaty by mali byt jednoducho chemicky pripravitelné, idedlne
s moznostou Skalovatelnosti vyroby a ciefovym stupfiom substiticie polysacharidu
2,5 — 3,5 %. Tieto latky, schopné preniknut do hlbsich vrstiev pokozky, by mali byt
dobre rozpustné vo vode, biodegradovatelné, av neposlednom rade netoxické

a biokompatibilné.

V tejto praci boli ako vychodiskové sfingolipidy zvolené fytosfingozin a ceramid
na baze fytosfingozinu a kyseliny olejovej (ceramid NP 18:1). Nespornou vyhodou tychto,
vo vode nerozpustnych [atok, je ich nizSia ndakupna cena v porovnani napr. s ceramidmi
odvodenymi od sfingozinu. Uvedené latky vSak neobsahuji vhodné funkéné skupiny
pre viazanie na kyselinu hyalurdnovd, a preto ich bolo nutné pred samotnym viazanim
na polysacharid modifikovat. PrevaZzne bolo pracované s kyselinou hyalurénovou o nizke;j
molekulovej hmotnosti, ktord sa jednoduchsie modifikuje a sucasne efektivnejsie prenika
do kozZe. Za latky, ktoré by mohli sluzit ako linker, boli zvolené kyselina jantarova
a maleinova, ktoré vstupuju do modifikacie sfingolipidov vo forme sukcinanhydridu
alebo maleinanhydridu. Takto modifikované sfingolipidy obsahovali karboxylovi skupinu,

ktora vyrazne zvysila ich rozpustnost a zvacsila ich polarnu hlavu.

Modifikovand (hydrofobizovana) kyselina hyalurénova je rozpustna vo vode, lahko
biodegradovatelnd v biologickych systémoch asucasne sa neznizuje jej schopnost
interagovat s mnohymi receptormi, napr. CD44. Pripravené konjugaty kyseliny

hyalurénovej a sfingolipidov boli charakterizované pomocou nukledrnej magnetickej

12



rezonancie, hmotnostnej spektrometrie a dalSich analytickych metdd. Ich agregacné
vlastnosti boli skimané pomocou kritickej agregacnej koncentrdcie, vazbovej konstanty
pyrénu, dynamického rozptylu svetla a viazanim modelovej lipofilnej latky kurkuminu.
Biokompatibilita bola overena pomocou testovania cytotoxicity na NIH-3T3 bunkovej linii
a bola preskimana schopnost konjugatov inhibovat produkciu prozapalového cytokinu
interleukinu 6. Ich vplyv na vlastnosti koZnej bariéry bol overeny in vitro vo Franzovych
celdch prostrednictvom sledovania parametrov koZe, ako su elektrickd impedancia,
transepidermalna strata vody a priepustnost modelovej latky teofylinu. Usporiadanie
a konformacie koznych lipidov a keratinu koznej bariéry boli po aplikacii tychto

konjugdtov hodnotené pomocou infracervenej spektroskopie.
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2 Teoreticka Cast
2.1 Funkcia a Struktura koze

KoZa (lat. cutis, gréc. derma) je najvacsi ploSny organ cicavcov, ktory sa zdsadne podiela
na udrZovani stalosti vnutorného prostredia (homeostaze) ajej pritomnost
je podmienkou existencie suchozemskych organizmov, vratane ¢loveka [1]. Toto tkanivo
chrani organizmus pred neziaducimi vplyvmi chemického, biologického alebo fyzikalneho
pbévodu. U priemerne vyvinutého dospelého ¢loveka méze nadobudnut plochu v rozmedzi
1,6 — 2 m? ahmotnost vrozmedzi 2,5 — 3 kg. Vyznamne sa dalej podiela aj
na termoreguldcii tela; ¢innostou potnych a mazovych Zliaz sa podiela na exkreénych
a respiracnych procesoch. Bohato vetvené nervové zakoncéenia zabezpecuju adekvatne
reakcie kontaktu koze s vonkajsim prostredim. Koza sa zucastiuje na tvorbe vitaminu D,
¢im sa nepriamo podiela na metabolizme vapnika v tele. Tvori aj prvu bariéru pri styku
s mikroorganizmami, preto sa v nej nachadza velké mnozstvo buniek imunitného systému

[1,2].

2.1.1 Hypodermis

Anatomicky sa koza skladd ztroch zdkladnych vrstiev — pokozka, zamsa a podkozie.
Podkozné vazivo (lat. tela subcutanea, hypodermis) spaja kozu s prifahlymi Struktdrami
organizmu (Sfachami a svalmi). Medzi jej Ulohy patri ukladanie energie v podobe tukovych
zasob a mechanicka ochrana. PodkozZie je tvorené hlavne adipocytmi, nervovymi vlaknami
a krvnymi a lymfatickymi cievami. TaktieZ sa povaZuje aj za endokrinny organ, nakolko
obsahuje enzym aromatazu, ktory konvertuje androstendidon na estrén. Okrem toho

produkuje horman leptin, ktory reguluje telesni hmotnost [1,2].

2.1.2 Dermis

Zamsa (lat. corium, dermis) je najhrubSou castou koze (3—5 mm). Je rozdelena do dvoch
vrstiev — papilarnej (lat. stratum papillare) a retikularnej (lat. stratum reticulare). Zatial ¢o
papildrna vrstva sa nachadza pod dermoepidermalnym spojom a obsahuje prevazne volne
usporiadané kolagénové vldkna, retikularna vrstva je tvorend hrubSimi zvazkami
kolagénovych vlakien paralelnymi k povrchu koze [2,3]. Az 70 % zamse tvoria kolagénové
vlakna, vdaka ktorym ma poZadovanu pevnost, zatial ¢o vdaka elastinovym vldknam je

koza elasticka a flexibilna [1-3]. V zamSsi sa nachadzaju bunky fibroblasty a fibrocyty, dalej
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bunky imunitného systému, nervové vldkna acievy. Vyrazne je tu zastupena
extraceluldarna matrix, ktora je tvorena mukopolysacharidovym gélom pretkanym
kolagénovymi a elastinovymi vlaknami [2]. Sicastou tohto komplexného extracelularneho

systému je okrem iného aj kyselina hyalurénova (HA) [4].

2.1.3 Epidermis

Pokozka (lat. epidermis) je najvrchnejsia vrstva koze, ktord dosahuje hribku od 0,5 mm
(o€né viecka) do 1,5 mm (chodidld). Je tvorend keratinocytmi usporiadanymi
do viacvrstvového rohovatejuceho epitelu [1,3]. Ich jednotlivé vrstvy sa anatomicky delia
na stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum astratum corneum
(Obrazok 1) [1-3,5]. Okrem keratinocytov pokozka obsahuje melanocyty (bunky
zodpovedné za pigmentdciu koze), dalej Langerhansove bunky, antigén-prezentujice

bunky a Merkelove bunky, ktoré slizZia ako mechanoreceptory [1-3].

STRATUM ‘ —
CORNEUM e ——— \

: \
STRATUM e 7 SJR
GRANULOSUM yj v - Ea

L = 336\ = i i

STRATUM ___jf T
SPINOSUM j 56 F-‘J |

Sl | LJ?EW )

© Eucerin®

Obrazok 1. Anatomické clenenie epidermis cicavcov — stratum corneum, stratum granulosum, stratum

spinosum a stratum basale [6].

Stratum basale (bazéalna vrstva) je tvorené palisadovito radenymi cylindrickymi
keratinocytmi, ktoré su prichytené na bazdlnu membranu. Keratinocyty z tejto vrstvy
migruju smerom na povrch epidermis, pricom sa postupne diferencuju [1-3]. Stratum
spinosum (tfnitd vrstva) tvori 5-6 radov keratinocytov nad stratum basale, ktoré su
pospajané tesnymi bunkovymi spojmi — dezmozdmami. V hornej Casti tejto vrstvy
sa zaCina diferenciacia keratinocytov a tieZ syntéza a Uprava koZzného proteinu keratinu.

Taktiez sa tu objavuju granule obsahujuce rb6zne enzymy a prekurzory lipidov.

15



Keratohyalinové granule obsahuju aj profilaggrin, prekurzor délezZitého proteinu koznej
bariéry filaggrinu. Vo vrstvach stratum granulosum (zrnitd vrstva) a stratum lucidum
(vrstva jasnych buniek) sa dalej nachadzaju tranzitné keratinocyty. Stratum lucidum

v zavislosti od lokalizacie na tele nemusi byt pritomné [1-3].

Stratum corneum (rohova vrstva; SC) je najvrchnejSia vrstva epidermis, ktora je
tvorend oplostenymi, zrohovatenymi a odumretymi bunkami bez jadra — korneocytmi.
Tieto bunky su vyplnené keratinom asu obvykle zoradené v 15-20 vrstvach, ale
v zavislosti od polohy na tele méze mat az 100 vrstiev (napr. na chodidlach). Jednotlivé
korneocyty su navzdjom pospdjané korneodesmozémami, ktoré su v procese
deskvamacie pokozky proteolyticky degradované [1-3,7]. Povrch SC ma kyslé pH
s hodnotou priblizne 5,5, ktoré je dolezité pre jeho spravnu bariérovud funkciu [8].

Priestory medzi korneocytmi su vyplnené interceluldrnou lipidovou matrix [8].

2.2 Stratum corneum a kozna bariéra

Interceluldrna lipidova matrix, vyplfiujuca medzibunkové priestory korneocytov, sa sklada
z vy$&ich nerozvetvenych mastnych kyselin o roznej dizke, cholesterolu a ceramidov (Cer)
priblizne v ekvimoldrnom pomere 1:1:1. Z dalSich Iatok su v tejto oblasti pritomné estery
cholesterolu a cholesterol-sulfat, tvoriaci priblizne 5 % (m/m) matrix. Unikatna zmes
hydrofébnych lipidov spolocne s korneocytmi su povaZzované za vlastnu koznu bariéru,
ktorej hlavna funkcia je chranit organizmus pred nadmernou stratou vody. Jej dalsie
funkcie su ochrana tela pred prienikom cudzorodych latok a mikroorganizmov

z vonkajSieho prostredia do tela jedinca [8,9].

Lipidy SC su v lipidovej matrix usporiadané do lamelovych utvarov (lamiel)
s roznymi dizkami vzdialenosti medzi rovinami. Pre spravnu bariérovd funkciu SC je
nevyhnutna Struktira oznacovana ako dlha lamelarna faza, ktorej vzdialenost medzi
rovinami je priblizne 13 nm (Obrazok 2). V zdravej rohovej vrstve je tiez mozné najst
aj kratsie lipidové zoskupenie so vzdialenostou medzi lamelami priblizne 6 nm [8-14],
a taktiez fazu separovaného cholesterolu [15,16]. Lateralne su lipidy v koznej bariére
dominantne usporiadané v tesnej ortorombicke] krystalickej mriezke. No fyziologicky
sU pritomné aj menej tesnd hexagonalna mriezka, resp. su lipidy v tzv. kvapalnej faze

(Obrazok 2) [17].
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Obrazok 2. Lamelarne (dlha lamelarna faza (LPP) a kratka lameldrna faza (SPP)) a lateralne (ortorombické,

hexagonalne a kvapalné) usporiadanie lipidov v stratum corneum [18].

2.2.1 Ceramidy

Cer patriace do skupiny sfingolipidov su v intercelularne]j lipidovej matrix zastipené
v mnozstve priblizne 50 % (m/m). Chemicky sa skladaju zo sfingoidnej baze a acylu
mastnej kyseliny, ktoré su navzajom spojené amidovou vazbou [9]. Sfingoidnd baza je
zvyCajne osemnastuhlikaty aminoalkohol, ako napr. sfingozin (S), fytosfingozin (P),
dihydrosfingozin (dS) ¢i 6-hydroxysfingozin (H). Sfingoidna baza je acylovana vyssou
mastnou kyselinou, ktord je najastejdie nasytend a nerozvetvena. Di?ka acylu je
v rozmedzi 14 aZz 34 uhlikov, pricom najviac zastupené su acyly kyseliny lignocerovej (Cza)
a cerotovej (Cz). Acyly mastnej kyseliny mézu byt nesubstituované (N) alebo
a-hydroxylované (A) ¢i w-hydroxylované (0O). Koncovy w-hydroxyl méze byt acylovany
dalSou mastnou kyselinou za vzniku ultra-dlhych Cer (EO) alebo moézZe byt kovalentne

naviazany na povrch korneocytu cez zvysSok kyseliny glutamovej [9,19].
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V zdravom SC existuje znacné mnozstvo kombindcii sfingoidnych baz (napr. S, dS,
P a H) a acylu mastnej kyseliny (N, A, O a EO). Na ich zaklade bolo vytvorené prehladné
nazvoslovie podla Motta et al. (Obrazok 3). Podla tejto nomenklatiry je tak
napr. N-lignoceroyl-fytosfingozin oznaceny skratkou NP 24. Pismeno ,,P“ znaci sfingoidnu

"

bazu fytosfingozin a ,N“ nesubstituovany retazec acylu mastnej kyseliny. Cislo za

akronymom oznacuje, Ze tento acyl ma dizku 24 uhlikov [9,20].
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24 i
uh T , _OH g 1,00 L ,M s y ,MH o oW
b HO Y3 CiHr  HOTY3¥"CuHy  HO™ ‘1’5"3""‘“?6""'_"; HOY3Y CitHyr  CysHyr” 0 "Cy3Hyr
o | NHg 4 NH; NH, © OH NH,OH NH; :
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Obrazok 3. Strukttrne prvky bariérovych volnych a kovalentne viazanych [udskych ceramidov v stratum

corneum a ich nazvoslovie podla Motta et al. [9].

Fytoceramidy (N-acyl-fytosfingoziny), ktoré zaberaju priblizne Stvrtinu hmotnosti
bariérovych Cer (Obrazok 4), su déleZitou zlozkou koZnej bariéry. V priebehu koZznych
ochoreni ako je atopicka dermatitida alebo psoridza dochadza k ubytku fytoceramidov
v zapalovych loZiskach, ¢o spolu dalSimi faktormi zapri€ini zvySenu transepidermalnu
stratu vody (TEWL) a pruritus. V porovnani ostatnymi druhmi Cer maju fytoceramidy
schopnost interagovat s tzv. PPA receptorom (angl. peroxisome proliferator-activated
receptor; PPAR) avykazuju zvySenu protizapalovd aktivitu. Predpoklada sa,
Ze mechanizmom je inhibicia zapalovej bunkovej signalizaénej drahy nukledrneho faktoru
kB (NF-kB) [21-25]. NF-«B je transkrip¢ny faktor, ktory reguluje viaceré aspekty vrodenej

a adaptivnej imunity a sluzi ako klu¢ovy mediator zdpalovych reakcii. NF-kB indukuje
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expresiu réznych prozapalovych génov vratane génov kédujucich cytokiny a chemokiny

[26]. VoIné sfingoidné bazy, vratane P, taktieZz vykazuju antibakterialnu aktivitu [27,28].

NDs ADS EOs

EODS 0.4 9:8% '6% 6.5%
. NS 7.4%
OH 0.4%

AH 10.8% AS 9.6%

0OS 0.7%
EOP 1.1%
NH 14.5%

EOH 4.3% NP 22.1%

oF  ap
0.2% g.8%

Obrazok 4. Hmotnostné zastupenie jednotlivych typov bariérovych ceramidov v zdravej rohovej vrstve [29].

2.3 Kyselina hyalurénova

HA je linedrny polysacharid zloZzeny z opakujucich sa jednotiek disacharidu N-acetyl-D-
glukézaminu (GIcNAc) a D-glukurénovej kyseliny (GlcA), spojenych B-(1-3) a B-(1->4)
glykozidovou vazbou (Obrazok 5). V pokozke sa HA nachddza prevaine extracelularne
v oblastiach stratum spinosum a granulosum. VacSie mnoiZstvo tohto polysacharidu

sa nachadza v extracelularnych priestoroch papilarnej vrstvy zamse [30].

Vdaka karboxylovej skupine na GlcA je molekula HA zdporne nabitd a je schopnd
tvorit soli, pri ¢om fyziologicky sa vyskytuje ako sodna sol [31]. K vyznamnym fyzikalno-
chemickym vlastnostiam HA patri jej vyrazna hydrofilita, osmoticka aktivita, viskozita

a schopnost na seba viazat vodu aZz v 1000-nasobku svojej hmotnosti [32,33].

OH OH
0 0
1o HO
HO o)
OH

0
NH
o)\

n

Obrazok 5. Chemicka Struktura hyalurénovej kyseliny (HA), tj. opakujica sa podjednotka disacharidu

zloZzeného z D-glukurénovej kyseliny (viavo) a N-acetyl-D-glukézaminu (vpravo) [34].
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2.3.1 Funkcie kyseliny hyalurénovej

Molekulovda hmotnost (Mw) HA mdZe dosahovat az 107 gmol? [32]. Nielen fyzikalno-
chemické, ale aj biologické vlastnosti zavisia prave od Mw polyméru. Vysokomolekuldrna
HA (= 1000 kgmol!) napomaha udriovat Struktiru a objem (epi)dermis, zvysuje
hydrataciu, dalej reguluje distriblciu cytoskeletalnych proteinov, ochranuje
mezenchymdlne kmenové bunky [35] a v kiboch plni funkciu maziva [36,37], zatial ¢o
nizkomolekuldrna HA (10-250 kgmol?) ma na druhd stranu mierne prozapalové Gcinky

[38-40].

HA, ako biologicky aktivna latka, je schopna interagovat s r6znymi receptormi. Za
najdoélezitejsiu interakciu sa vSak povazuje interakcia HA s povrchovym receptorom CD44,
pre ktoru je nevyhnutnd karboxylovd skupina polysacharidu [41]. Tato interakcia je
vyznamna pre imunitné reakcie pri bakteridlnych a virusovych ochoreniach [42]. Receptor
CD44 zohrava ulohu aj v angiogenéze a evolucii nadorov [43,44]. V urcitych nadoroch je
CD44 exprimovany vo zvySenej miere v porovnani so zdravym tkanivom, ¢o z HA robi
slubnd molekulu pre cielend protinddorovu terapiu. V dermatolégii je receptor CD44
zaujimavy z dévodu jeho zvySenej pritomnosti pri psoriaze [45,46]. Interakcia HA s tymto
receptorom je taktie? schopna vyvolat endocytézu [47]. Dalie vyznamné receptory
s ktorymi HA interaguje su napr. RHAMM (angl. receptor for hyaluronan-mediated
motility), TSG-6 (angl. tumor necrosis factor-stimulated gene 6) a LYVE-1 (angl. lymphatic

vessel endothelial hyaluronan receptor 1) [36].

2.3.2 Chemické modifikacie kyseliny hyalurénovej

Jednou z moZnosti ako obmedzit pomerne rychlu degradaciu podanej HA (polcas
degradacie po subkutannej injekcii je 3 az 5 minut [48]), je jej chemicka Uprava, o ma
vyhodu v nizsej afinite derivatu k hyaluronidazam [49]. Po naviazani lipofilnych retazcov
na HA sa makromolekula stava amfifilnou, pri ¢om je schopnd tvorit polymérne

nanocastice [50].

Chemickd modifikdcia zahffia Upravu bud karboxylovej (GlIcA), primarnej
hydroxylovej skupiny alebo uUpravu redukujiceho konca polysacharidového retazca
(na GIcNAc). Modifikaciou redukujuceho konca HA bol napr. pripraveny konjugat HA

s dipalmitoyl-fosfatidyl-etanolaminom pre pripravu lipozémov [51].
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Chemicka uprava karboxylovej skupiny na amid spravidla prebieha pomocou
aktivacného cinidla 1-etyl-3-[3-(dimetylamino)-propyl]-karbodiimidu za pritomnosti
N-hydroxysukcinimidu. Pre tvorbu esterov sa pouziva katalyzator 4-dimetylaminopyridin
(DMAP) [52]. Dalou funkénou skupinou HA vhodnou na modifikaciu je primérna
hydroxylovd skupina GIcNAc, no jej modifikdacia je menej ¢astd. Na jej modifikaciu
sa pouzivaju aktivacné ¢inidla ako 1,1'-karbonyldiimidazol (CDI) [53,54]
a N,N,N’,N’-tetrametyl-O-(N-sukcinimidyl)urénium-hexafluorofosfat (HSTU) [55].
V pracach Huerta-Angeles et al. [56] aSmejkalova et al. [57] sU popisané chemické
modifikacie primarneho hydroxylu HA za ucelom ich aplikacie na koZzu. Vyhodou
modifikacie primdrneho hydroxylu v porovnani s modifikaciou karboxylovej skupiny su
napr. lepsia rozpustnost vo vode a dostupna intaktna karboxylova skupina pre interakcie

s receptormi [53,58,59].

Medzi inovativne amenej Casto vyuzivané sposoby modifikdcie HA patri
tzv. Yamaguchiho esterifikacia [60], ktord poskytuje relativne vysoké stupne substittcie
pri nizkej teplote za kratky reakcny ¢as, ato v prostredi obsahujucom az 50 % vody.
Karboxylova kyselina (buduceho substituentu HA) je aktivovana benzoyl-chloridom (BC)
za vzniku zmiesaného aromatického-alifatického anhydridu [57,61-63]. Za katalyzy DMAP
tento anhydrid reaguje s hydroxylovou skupinou HA. Vdaka svojej jednoduchosti

a efektivnosti ma uvedend metdda vhodné predpoklady pre priemyselné vyuZitie [56,64].

2.3.3 Topicka aplikacia derivatov kyseliny hyalurénovej

Efektivita priepustnosti HA v pripade jej topického podania na pokozku je ovplyvnena
nielen polyanionickym charakterom so zapornou hodnotou logP polyméru [65], ale tiez
velkostou molekuly. Plati, Ze s klesajucou Mw HA rastie efektivita jej priestupu do koze
[66]. Pravdepodobny mechanizmus prestupu HA do koZe je transcelularny [67], vyznamnu
rolu hraju hydratacia, napucanie polymérnych retazcov HA a mozné rozvolnenie SC [50].
Taktiez bola pozorovana vysoka afinita HA ku keratinu [50] a schopnost HA zmenit
konformaciu keratinu z a-helixu do B-skladaného listu. NajvhodnejsSie vlastnosti pre
ovplyvnenie keratinu preukdzala HA (5 kgmol?), zatial ¢o HA (100 kgmol™ a 1000 kgmol?)

ovplyvnila predovsetkym konformaciu lipidov SC [68].
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Modifikované formy HA je moiné topicky aplikovat napr. vo forme emulzii,

lipozdmov, nanocastic alebo polymérnych micel (Obrazok 6).
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Obrazok 6. Vybrané technologické moZnosti zapracovania kyseliny hyalurénovej (HA) do systémov
aplikovanych na pokozku. Horny riadok zlava: hydrofilnd emulzia (o/v), hydrofébna emulzia (v/o),
nanocasticovy systém a lipozom; spodny riadok zlava: biokonjugat, polymérna micela, systém v podobe
lipidového nosi¢a a niozém. V pripade hydrofilnych emulzii, nanocastic, lipozémov a niozémov je HA
na povrchu systému (tzv. coating). Systém obsahuje hydrofilna (zeleny kruh) alebo lipofilnt (hnedy kruh)

ucinnu latku (API1). Obrazok je upraveny z publikacie Juhascik et al. [58].

2.3.3.1 Emulzné systémy

HA nachdadza Siroké uplatnenie jednak ako aktivna latka, ale aj ako pomocna latka
v kozmetickych emulziach [58]. HA v tychto dvojfazovych systémoch predovsetkym chrani
aktivnu latku pred jej degradaciou, svojim polymérnym charakterom zvysuje viskozitu
systému, umozZnuje uvolfiovanie aktivnych latok z pripravku a zlepSuje koZnu retenciu.
Prikladom moze byt zvysenie retencie azealovej kyseliny v emulzii obsahujicej HA, ktoré
viedlo k inhibicii tvorby koZného pigmentu melaninu [69]. Vyhodou emulzii v porovnani
s vodnymi roztokmi HA je moZnost inkorporovat do emulzného systému enhancery

transdermalnej permedcie. Tym sa zvysi depozicia HA a dalSich (aktivnych) latok pripravku
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v kozi [70]. Vplyv na charakter findlnej emulzie ma tiez koncentracia a Mw polyméru;
nizkomolekularna HA tvori vacsie kvapocky emulzii typu o/v ako vysokomolekuldrna HA.
Pri zvySovani koncentracie HA (>2 %) bol v systéme pozorovany vznik hydrogélového jadra
[71]. Hydrofobizované derivaty HA (napr. oleoyl-hyaluronat, sinapoyl-hyaluronat) mézu

tieZ sluzit ako emulgatory emulznych systémov [72,73].

2.3.3.2 Systémy na baze lipozémov, etozémov a niozémov

Lipozémy aetozémy su koloidné sférické vezikularne uatvary tvorené amfifilnymi
molekulami lipidov, najcastejSie fosfolipidov, ktoré tvoria jednu alebo viac dvojvrstiev.
Nakolko obsahuju lipofilné aj hydrofilné kompartmenty, méze byt do nich inkorporované
Siroké spektrum latok [74,75]. Etozédmy sa od lipozdmov odlisuju predovsetkym vysokym
obsahom etanolu (EtOH; 2045 %), zatial ¢o lipozomalne formulacie obsahuju spravidla
do 10 % EtOH. EtOH obsiahnuty vo formuldcii aplikovanej na kozny povrch zvysSuje fluiditu
lipidov SC atym zvySuje jej penetracny potencidl [76]. Ako dalSie nizkomolekularne
alkoholy méZu tieto utvary obsahovat propylénglykol (PG), pripadne izopropanol (IPA).
Niozomy sa od lipozémov/etozomov lisia dvojvrstvou, ktord neobsahuje fosfolipidy
ale neionické tenzidy, a to zvycajne estery sobitanu a polyetoxylované estery sobitanu

[77,78].

HA sa v tychto vezikuldrnych utvaroch pouziva na modifikaciu ich povrchu. To
sa vyuZiva na zvySenie stability ¢i zniZenie zeta potencidlu [79]. Modifikovana HA
s fosfolipidmi mozZe znizit zeta potencial lipozémov, ale zaroveri méze viest k obmedzeniu
fluidity dvojvrstvy. Vzhladom ku skutocnosti, Ze kvapalnost dvojvrstvy je pri koinej
aplikacii kldcova, da sa upravovat pridavkom EtOH [51]. Kovalentnym viazanim HA
na fosfolipidy ziskaju lipozomy schopnost interagovat sreceptormi CD44, ktoré su
up-regulované pri zapalovych koznych ochoreniach, napr. psoridze [45,80]. Benefitom

inkorporacie HA je tiez zlepSenie profilu cytotoxicity lipozomov [80].

Lipozédmy modifikované pridavkom HA tieZ ovplyviuju uvolfiovanie aktivnej latky
[81]. Lipozédmy supravenym povrchom v podobe amfifiiného konjugdtu HA
s cholesterolom permeovali do hlbsich vrstiev koZe [82]. Elhalmoushy et al. pripravili
lipozdmy s obsahom HA a s enkapsulovanym berberinom pre liecbu vitiliga. Tento systém

predizil uvoltiovanie berberinu a zvysil jeho koZnu retenciu [83]. Podobné vysledky boli
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pozorované aj v pripade enkapsulacie extraktu z Glycyrrhyza glabra [81]. Etozomy
obsahujuce HA sa dostdvaju do hlbsich Usekov koze ako etozomy bez HA [84]. Zhang et al.
publikovali pracu, v ktorej etozomy s obsahom HA Stvornasobne zvysuju koznu retenciu
kurkuminu (KURK). Na modelovom systéme indukovanej psoridzy bola taktiez pozorovana
zvySend expresia receptoru CD44 a aplikované etozomy znizili prozapalové markery [85].
Niozomy obsahujuce HA maju uZsiu distriblciu velkosti castic a zlepSuju ucinnost
enkapsulacie kvercetinu a KURK. Tieto niozomy vykazovali v porovnani s kontrolou vyssiu
antioxida¢nu aktivitu [86]. V pripade niozémov s enkapsulovanym asiatikosidom,
pritomnost HA zniZila zeta potencial a zvysila velkost castic. Niozdmy obsahujice HA
vo zvySenej miere prenikaju az do dermis, pricom najvy$sSia koina retencia bola

pozorovana pri koncentracii 10 % (w/w) [87].

2.3.3.3 Nanocdasticové systémy

HA moze byt sucastou nanostruktirovanych lipidovych systémov (angl. nanostructured
lipid carriers), ktoré su tvorené tekutymi a tuhymi lipidmi a surfaktantmi [88]. Amfifilnd
HA vykazuje vlastnosti povrchovo aktivnej latky aje schopna stabilizovat povrch
nanocastic [89]. Yue et al. pripravili konjugadt HA s polyetylénglykolom a linolovou
kyselinou, ktory inkorporovali do nanocastic s bupivakainom. Takéto nanocastice
vykazovali lepSie penetracné vlastnosti [90]. Pozitivne vplyvy konjugatov s HA boli
pozorované aj pri podani demetoxidimidinu a ropivakainu. Formulacia naviac poskytovala
intenzivnej$i a dlhdi antinociceptivny G&inok [91]. Castice v uvedenych $tudiach mali

velkost v rozmedzi 100-155 nm.

Pre podanie HA nasli vyuZitie aj nanocastice z polyionovych komplexov na baze
poly-L-argininu ¢i poly-L-lyzinu [92]. Takéto systémy o velkosti priblizne 100 nm vykazuju
dobry prienik do koZe, a to bez ovplyvnenia fluidity lipidov SC [67]. OdliSny pristup pouzitia
HA v nanocasticovych systémoch je tvorba kationickych kopolymérov. Wang et al. takto
pripravili HA sobsahom poly-B-aminoesterov a peptidov na dorucenie siRNA

do melanému [93].

2.3.3.4 Systémy obsahujuce polymérne micely
Amfifilnd HA tvori pri urcitej koncentracii micely ¢ agregaty. Smejkalova et al. pripravili

polymérne micely tvorené konjugdtom HA s olejovou kyselinou pre topicku aplikaciu.
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In vitro penetracné experimenty odhalili 3x vyssiu depoziciu fluorescencnej znacky nilskej
cervenej v epidermis a 6x vyssiu v dermis v porovnani s roztokom obsahujicim podobné
mnozstvo modelovej latky. Pripravené micely prenikali do koZe transceluldarnym
mechanizmom [57]. U rovnakého derivatu bola preukazana schopnost vnikat do buniek
makropinocytdézou [94]. V praxi sa taktiez pouZivaju konjugaty linolove] a all-trans-
retinovej kyseliny s HA, ktoré maju lepSie penetracné vlastnosti nez samostatné latky

[56,61,62,95].

Polymérne micely je moZné inkorporovat aj do inych nosiCovych systémov. Cheng
et al. vo svojej praci skombinovali mikroihly s polymérnymi micelami, ktoré boli tvorené
z HA modifikovanou kvercetin-ditiodipropiénou kyselinou s enkapsulovanym KURK.
Micely vloZzené do matrice mikroihiel uvolnili priblizne 42 % KURK pocas prvej hodiny

a 75 % po 6 hodinach od aplikacie na kozZu [96].
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3 Experimentalna Cast

3.1 Material a pouzité chemikalie

Sodna sol HA s Mw 6 (hodnota polydisperzity; b: = 1,5+ 0,1), 9 (b =1,5%0,1), 15
(® =15 + 0,1), 188 (P = 1,5 + 0,1), 268 + 30 (P = 1,5 + 0,1) a4l6 + 20
(D=1,5%0,1) kgmol* a lydza HA izolovana zo Streptococcus Pneumoniae boli poskytnuté
spoloénostou Contipro a.s. (Dolni Dobrou¢, Ceskd republika). N-oleoyl-fytosfingozin
(Ceramid NP18:1; Cer; 95 %) bol zakupeny u spolocnosti Evonik Industries AG (Essen,
Nemecko). Sukcinanhydrid (95 %), maleinanahydrid (99 %), KURK (97,0 %) a P (99 %) boli
kipené od spolocnosti TCl-Europe (Zwijindrecht, Belgicko). 1,4-dioxdan (99 %),
tetrahydrofurdn (THF; 99,5 %), etyl-acetat (99,5 %), Na2S0a, hexan (obsah CeH14 izomérov
min. 80 %), dimetylsulfoxid (DMSO; 99,0 %), EtOH a propdan-2-ol (IPA; 99,7 %) boli kipené
od spoloénosti Lach-Ner (Neratovice, Ceskd republika) atrietylamin (TEA; 98 %)
od spolo¢nosti Penta (Chrudim, Ceska republika). Benzoyl-chlorid (BC; 99 %),
propylénglykol (PG), nilska ¢ervenad (98 %), pyrén (99 %), terc-butanol (> 99,0%), sodna sol
3-(trimetylsilyl)propidnovej-2,2,3,3-ds kyseliny (98% atémov D), 4-(4,6-dimetoxy-1,3,5-
triazin-2-yl)-4-metylmorfolinium-chlorid (DMTMM) a HSTU od spolo¢nosti Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Nemecko). IPA, acetonitril (ACN) a kyselina mravcéia v chromatografickej
kvalite boli zakupené od spolocnosti Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA).
Deutériumoxid, ACN-d3, chloroform (CDCls) a IPA-d7 boli kipené od spolo¢nosti CortecNet
(Les Ulis, Francuzsko). DMAP (99,5%) ateofylin (TH) boli kipené od spoloc¢nosti
Merck (Darmstadt, Nemecko). Fyziologicky roztok pufrovany fosfatom opH = 7,4
(angl. phosphate buffered saline; PBS) bol pripraveny rozpustenim 8,0 g NaCl (Pharmasal,
Ebensee, Rakusko), 0,2 g KCl, 1,44 g Na;HPO4 a 0,245 g KH,PO4 (vSetky dodané od Lach-
Ner, Neratovice, Ceska republika) v 800 ml demineralizovanej vody a doplneny na objem

1l

3.2 Nukledrna magneticka rezonancia a stupen substitucie

Na analyzu nuklearnej magnetickej rezonancie (NMR) bol pouZity pristroj BRUKER Avance
TM Il 700 MHz (Billerica, Massachusetts, USA). Pre analyzu konjugatov HA bolo 8 mg
(modifikovanej) HA rozpustenych v 800 ul D;0. Pre analyzu linker-sfingolipidu bolo 5 mg
danej latky rozpustenych v 800 pl CDCls alebo DMSO-ds. Chemicky posun 'H a 3C NMR
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bol referovany na posun sodnej soli 3-(trimetylsilyl)propidnovej-2,2,3,3-ds kyseliny. tH-13C
HSQC spektrd boli ziskané sekvenciami gradientovych pulzov a 2 kHz ddtovych bodov, 80
skenov na inkrement, 256 inkrementov a heteronukledrny skalarny coupling C-H
nastaveny na 145 kHz. DOSY spektra boli ziskané pomocou sekvencie simulovaného echo

pulzu s bipoldarnymi gradientmi (STEBPGP).

Stupen substitucie (angl. degree of substitution; DS), tj. pocet molekul sfingolipidu
naviazanych na 100 disacharidovych jednotiek HA, bol uréeny pomocou 'H NMR a je
vyjadreny v %. Hodnota DS bola ziskana pomocou integralu koncovych metylovych skupin
sfingolipidu, ktoré rezonuju pri 0.9-0.8 ppm po normalizovani intenzity anomérnych
proténov HA, rezonujucich pri 4.6 — 4.3 ppm. Konverzia reakcie bola vypocitana pomocou
DS a ekvivalentu sfingolipidu pouZzitého v reakcii vzhfadom k HA, podla nasledujuceho

vzorca:

DS

100
ekv.sfingolipidu i

Konverzia =

3.3 Infradervend spektroskopia pripravenych latok

Analyza pripravenych chemickych latok pomocou infracdervenej spektroskopie (FTIR;
angl. Fourier transform infrared spectroscopy) boli vykonané pomocou pristroja Thermo
Nicolet Nexus 870 (Waltham, Massachusetts, USA) za pouZitia metddy KBr tabliet. Kazda
vzorka bola premerand v rozsahu 400-4000 cm™ za poufZitia 64 skenov pri rozlideni

4cm?.
3.4 Priprava N-sukcinylfytosfingozinu

Substrat P (30 mg; 0,094 mmol) bol rozpusteny v 3,1 ml zmesi THF/CH,Cl> (3:2, v/v).
Nasledne bol po kvapkach pod atmosférou argénu pridany pyridin (0,002 ml; 0,2 ekv.)
a sukcinanhydrid (9,5 mg; 1 ekv.) rozpusteny v 0,2 ml THF. Reakcia bola udrZiavand
pri teplote 0 °C pocas prvych 7 h. Nasledne bola reakcia samovolne zohriata
na laboratdrnu teplotu, pri ktorej bola mieSana 17 h. Reakénd zmes bola zahustena
za znizeného tlaku. Odparok bol rekrystalizovany v systéme etyl-acetat/hexan. Biela
zrazenina bola centrifugovana, dekantovand a vysusend. Ziskand bola biela krystalicka
latka (vytazok 76 %). *H NMR (DMSO-ds, 700 MHz): § 12.05 (br. s, 1H), 7.57 (d, J=8.9 Hz,
1H), 4.59 (s, 1H), 4.46 (s, 1H), 4.30 (s, 1H), 3.93-3.85 (m, 1H), 3.57-3.52 (dd, J=10.7 Hz, 1H),
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3.49-3.43 (dd, J=8.4 Hz, 1H), 3.40-3.20 (m, 2H), 2.42-2.38 (m, 2H), 2.36-2.32 (m, 2H), 1.56-
1.47 (m, 1H), 1.46-1.37 (m, 1H), 1.32-1.14 (m, 24H), 0.87-0.82 (m, 3H) ppm. FTIR (KBr):
3363, 2918, 2850, 1733, 1649, 1551, 1468, 1418, 1245, 1168, 1075, 1039, 720 cm™.

3.5 Priprava N-maleinylfytosfingozinu

Substrat P (50 mg; 0,157 mmol) bol rozpusteny v 5,5 ml zmesi THF/CH,Clz (3:2; v/v).
Nasledne bol po kvapkach pridany pyridin (0,003 ml; 0,2 ekv.) a roztok maleinanhydridu
(15,4 mg; 0,157 mmol) rozpusteny v 0,2 ml THF pri teplote 0 °C pod atmosférou argénu.
Vzniknutd zmes bola udrZiavana pri teplote 0 °C pocas 7 h. Nasledne bola zmes
ponechand, aby sa spontdnne zahriala na laboratérnu teplotu, pri ktorej bola miesana
17 h. Reakéna zmes bola zahustend za znizeného tlaku. Odparok bol vykrystalizovany
zo systému etyl-acetat/hexan. Biela zrazenina bola odstredend, dekantovana a vysusena,
&im bola ziskana biela krystalickd latka (vytaZzok 71 %). *H NMR (DMSO-ds, 700 MHz):
6 15.74 (br. s, 1H), 9.35 (br. s, 1H), 6.50 (d, J=12.58 Hz, 1H), 6.23 (d, J=12.8 Hz, 1H), 4.82
(d, J=6.0 Hz, 1H), 4.63 (s, 1H), 4.47 (d, J=6.3 Hz, 1H), 4.12-4.05 (m, 1H), 3.69-3.64 (dd,
J=11.2 Hz, 1H), 3.50-3.55 (dd, J=11.2 Hz, 1H), 3.41-3.20 (m, 2H), 1.56-1.36 (m, 2H), 1.32-
1.12 (m, 24H), 0.89-0.82 (m, 3H) ppm. FTIR (KBr): 3494, 3272, 2920, 2851, 1702, 1635,
1585, 1471, 1408, 1318, 1216, 1076, 1034, 852 cm™L.

3.6 Priprava kyslej formy hyaluronanu

50 g sodnej soli HA (12,5 mmol, 15 kgmol?') bolo rozpustenych v250 ml
demineralizovanej vody. Nasledne bolo k roztoku pridanych 30 ml katexu H*. Reakcia bola
udrziavana pri teplote 5 °C po dobu 24 h. Nasledne bol katex H* odfiltrovany z roztoku
volnej HA aniekolkokrat premyty demineralizovanou vodou. Vysledny filtrat bol

lyofilizovany a skladovany v mrazaku pri -20 °C.

3.7 Priprava konjugatu N-sukcinylfytosfingozinu s hyaluronanom

180 mg kyslej formy HA (0,476 mmol; 15 kgmol?) bolo rozpustenych v 1,8 ml DMSO.
Nasledne boli pridané TEA (0,066 ml; 1 ekv.) a DMAP (3 mg; 0,05 ekv.). Sucasne bol
v 1,5 ml DMSO rozpusteny N-sukcinylfytosfingozin (sP; 39,77 mg; 0,2 ekv.). Do roztoku
boli potom pridané TEA (0,013 ml; 0,2 ekv.) a HSTU (34,24 mg; 0,2 ekv.). Po 7 h pri 25 °C
bol roztok pridany k roztoku obsahujicemu HA. Reakcia potom prebiehala 72 h pri 25 °C.

Nasledne bola reakéna zmes zriedena s 1 ml demineralizovanej vody s pridavkom NaCl
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(139,12 mg; 5 ekv.). Acylovany konjugat bol zreakénej zmesi izolovany vyzrazanim
pomocou 5-ndsobku absolutneho IPA. Potom bola zrazenina dekantovanda a opakovane
premytd najprv absolutnym IPA a nasledne 4-nasobnym vodnym roztokom IPA (90 %;
v/v). Nasledne bola zrazenina eSte 3x premyta absolitnym IPA. Nakoniec bola zrazenina
susena pri teplote 40 °C po dobu 48 h. DS = 2,8 %. 'H NMR (CDCls, 700 MHz) signaly acylu:
6 2.8-2.3 (4H, -CH2-), 1.8-1.2 (m. 26H, -CH>-), 0.9-0.8 (m, 3H, -CHz) ppm. FTIR (KBr): 3410,
2923, 2855, 1727, 1615, 1564, 1410, 1377, 1319, 1151, 1079, 1045, 613 cm™™.

3.8 Priprava konjugatu N-maleinylfytosfingozinu s hyaluronanom

60 mg kyslej formy HA (0,159 mmol; 15 kgmol?) bolo rozpustenych v 0,6 ml DMSO.
Nasledne boli pridané TEA (0,022 ml; 1 ekv.) a DMAP (1 mg; 0,05 ekv.). Sucasne bol
v 0,5 ml DMSO rozpusteny N-maleinylfytosfingozin (mP; 13,19 mg; 0,2 ekv.). Do roztoku
boli potom pridané TEA (0,004 ml; 0,2 ekv.) a HSTU (11,4 mg; 0,2 ekv.). Po 7 h pri 25 °C
bol roztok pridany k roztoku obsahujucemu HA a reakcia prebiehala 72 h pri 25 °C.
Nasledne bola reakéna zmes zriedena s 1 ml demineralizovanej vody s pridavkom NacCl
(46,4 mg; 5 ekv.). Acylovany konjugat bol z reakénej zmesi izolovany vyzrazanim pomocou
5-nasobku absolutneho IPA. Potom bola zrazenina dekantovana a opakovane premytd
najprv absolutnym IPA a nasledne 4x vodnym roztokom IPA (90 %, v/v). Nasledne bola
zrazenina este trikrat premytd absolitnym IPA. Zrazenina bola suSend 48 h pri teplote
40 °C. DS = 1,4 %. 'H NMR (CDCl;, 700 MHz) signdly acylu: 6 7.75-7.35
(m, 2H, -O0C-CH=CH-COO0-), 1.8-1.2 (m, 26H, -CH,-), 0.8 (m, 3H, -CH3) ppm.

3.9 Priprava sukcinylceramidu

3.9.1 Priprava sukcinylceramidu v malom rozsahu

K roztoku Cer (50 mg; 0,086 mmol) v 2,5 ml THF bol pod atmosférou dusika po kvapkach
pridany TEA (5,1 ul; 0,43 ekv). K tomuto roztoku bol pridany sukcinanhydrid (12,9 mg;
1,5 ekv.) rozpusteny v 0,5 ml THF. Vysledna zmes bola 6 h zahrievana pri 40 °C a nasledne
bola ponechand 16 h pri 25 °C. Rozpustadlo bolo odparené za zniZzeného tlaku. Odparok
bol rozpusteny v10 ml CHCl; aextrahovany demineralizovanou vodou (4x 10 ml).
Organicka frakcia bola vysusend pomocou Na;SOs, prefiltrovana a odparena za znizeného

tlaku, ¢im bola ziskana bezfarebna voskovita latka (vytazok 96 %). Selektivita modifikacie
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primarnej hydroxylovej skupiny Cer bola odhadnuta na 78 % a bola vypocitana pomocou

-NH- proténov polohovych izomérov, podla vzorca:

Modifikicia (%) = [6.54 — 6.46 ppm
odiftkacia (%) = T ot ¢ 46 ppm + [ 6.26 — 6.18 ppm

1H NMR (CDCls, 700 MHz): & 11.51 (br. s, 1H), 6.54-6.18 (d, 1H), 5.32-5.23 (m, 2H),
4.88-4.80 (m, 0.25H), 4.57-4.50 (m, 0.25H), 4.47-4.42 (dd, J=11.9 Hz, 0.75H), 4.24-4.20
(dd, J=11.6 Hz, 0.75H), 4.18-4.13 (m, 1H), 3.60-3.50 (m, 2H), 2.65-2.54 (m, 4H) 2.19-2.09
(m, 2H), 2.0-1.88 (m, 4H) 1.60-1.40 (m, 4H), 1.32-1.05 (m, 44H), 0.81 (m, 6H) ppm.

3.9.2 Priprava sukcinylceramidu vo va¢som rozsahu

K roztoku Cer (20,00 g; 34,367 mmol) v690 ml THF bol pod atmosférou dusika
po kvapkach pridany TEA (3,832 ml; 27,494 mmol). Ktomuto roztoku bol pridany
sukcinanhydrid (5,155 g; 51,551 mmol) rozpusteny v 90 ml THF. Vysledna zmes bola 6 h
zahrievana pri 40 °C a nasledne 16 h pri 25 °C. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného
tlaku. Odparok bol rozpusteny v 600 ml CHCls a extrahovany demineralizovanou vodou
(4% 200 ml). Organicka frakcia bola vysusena pomocou Na;SO, prefiltrovana a odparena
za znizeného tlaku, ¢im bola ziskana bezfarebna voskovita latka (vytazok 99 %). Selektivita
modifikacie primarnej hydroxylovej skupiny Cer bola odhadnutd na 55-65 % a bola

vypocitana pomocou -NH- proténov polohovych izomérov, podla vzorca:

3 [6.53 — 6.46 ppm
~ [6.57 —6.53 ppm + [ 6.53 — 6.46 ppm + [ 6.26 — 6.18 ppm

Modifikacia (%)

1H NMR (CDCls, 700 MHz): 6 11.51 (br. s, 1H), 6.57-6.18 (d, 1H), 5.32-5.23 (m, 2H), 4.88-
4.80 (m, 0.35H), 4.57-4.50 (m, 0.35H), 4.47-4.42 (dd, J=11.9 Hz, 0.65H), 4.24-4.20 (dd,
J=11.6 Hz, 0.65H), 4.18-4.13 (m, 1H), 3.60-3.50 (m, 2H), 2.65-2.54 (m, 4H) 2.19-2.09 (m,
2H), 2.0-1.88 (m, 4H) 1.60-1.40 (m, 4H), 1.32-1.05 (m, 44H), 0.81 (m, 6H) ppm. FTIR (KBr):
3334, 2922, 2852, 2677, 1732, 1644, 1545, 1466, 1223, 1169, 1070, 721 cm"..

3.10 Priprava maleinylceramidu

Kroztoku Cer (40 mg; 0,069 mmol) v2,4 ml THF a N-metylmorfolinu (0,008 ul;

0,076 mmol) bol pod atmosférou dusika po kvapkach pridany roztok maleinanhydridu
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(10,2 mg; 0,103 mmol) v 0,5 ml THF. Reakcia bola udrziavana pri teplote 25 °C po dobu
22 h. Reakéna zmes bola zahustena za znizeného tlaku. Odparok bol rozpusteny v CHCls
(2 ml) apremyty demineralizovanou vodou (4x 2 ml). Chloroformova frakcia bola
zahustena za zniZzeného tlaku, ¢im bola ziskana bezfarebna voskovita latka (vytazok 98 %).
Selektivita modifikacie primdarnej hydroxylovej skupiny Cer bola odhadnuta na 55-65 %

a bola vypocitana pomocou -NH- proténov polohovych izomérov, podla vzorca:

Modifikécia (%) = [7.69 —7.62 ppm
odiftkacia (h) = 1 oo g4 ppm + [ 757 — 7.25 ppm + [ 751 — 7.47 ppm

1H NMR (DMSO-ds, 700 MHz): & 12.75 (br. s, 1H), 7.95-7.47 (1H), 6.54-5.97 (m, 2H), 5.41-
5.31 (m, 2H), 4.47-4.42 (m, 1H), 4.24-4.20 (m, 1H), 4.18-4.13 (m, 1H), 3.44 (m, 1H) 3.38
(m, 1H), 2.16-2.06 (m, 2H), 2.05-1.79 (m, 4H) 1.65-1.42 (m, 4H), 1.32-1.05 (m, 44H), 0.90
(m, 6H) ppm. FTIR (KBr): 3411, 3339 2921, 2851, 1733, 1705, 1634, 1584, 1528, 1466,
1386, 1364, 1179, 1076, 990, 864, 720 cmL,

3.11 Priprava konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom

Sodna sol HA (3 g; 7,5 mmol), s Mw uvedenej v Prilohe v Tabulke P3, bola cez noc
rozpustend v 37,5 ml demineralizovanej vody. K tomuto roztoku bolo pridané 18,75 ml
rozpustadla uvedeného v Prilohe v Tabulke P3 (THF, IPA, 1,4-dioxan, terc-butanol).
Nasledne boli postupne pridané TEA (3,136 ml; 22,5 mmol) a DMAP (0,046 g; 0,4 mmol).
V druhej reakénej banke bol v 18,75 ml rozpustadla uvedeného v Prilohe v Tabulke P3
rozpusteny sukcinylceramid (sCer) v mnoistve uvedenom v Prilohe v Tabulke P3
(0,25-1 ekv.). Potom boli pridané TEA a BC v rovnakom ldtkovom mnoiZstve ako sCer.
Tvorba zmieSaného anhydridu prebiehala 30 min pri 40 °C. Tento roztok bol nasledne
pridany k roztoku, ktory obsahoval HA. Acylaéna reakcia prebiehala 2 h pri 25 °C. Reakcia
bola zastavend pridanim nasyteného roztoku NaCl (2,2 g; 5 ekv.). Produkt bol vyzrazany
s IPA (400 ml), premyty s IPA (400 ml) a nasledne bol niekolkokrat premyty roztokom
IPA/voda (90 %, v/v; 4x 400 ml). Nakoniec bol este produkt premyty s IPA (3x 500 ml).
Ziskany prasok bol dekantovany a suseny v susiarni 24 h pri 40 °C. DS = a7 14,2 %. 'H NMR
(D,0, 700 MHz) signaly acylu: 6 5.5-5.22 (m, 2H, -CH=CH-), 2.9-2.36 (m, 4H, -OOC-CH,-CH,-
COO0-), 1.8-1.2 (m, 48H, -CH»-), 0.9-0.8 (m, 6H, -CH3) ppm. FTIR (KBr): 3616, 2925, 2855,
1727, 1616, 1410, 1377, 1320, 1152, 1079, 1045, 613 cm™,
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3.12 Priprava konjugatu maleinylceramidu s hyaluronanom

66,50 mg kyslej formy HA (0,176 mmol; 15 kgmol?) bolo rozpustenych v 0,8 ml DMSO.
Nasledne bolo pridané TEA (0,012 ml; 0,5 ekv.) a DMAP (0,001 mg; 0,05 ekv.). Sucasne bol
rozpusteny maleinylceramid (mCer; 59,8 mg; 0,5 ekv.) v 0,8 ml DMSO. Do tohto roztoku
boli pridané TEA (0,012 ml; 0,5 ekv.) a HSTU (14,26 mg; 0,5 ekv.). Po 6 h pri 60 °C bol tento
roztok pridany k roztoku obsahujicemu HA a bol ponechany 40 h pri 25 °C. Nasledne bola
reakéna zmes zriedend NaCl (51,4 mg, 5 ekv.) rozpusteného v 0,3 ml demineralizovanej
vody. Acylovany konjugat bol izolovany zrazanim pomocou 5-ndsobku absolitneho IPA.
Potom bola zrazenina dekantovana a opakovane premyta najprv absolutnym IPA
a nasledne 4-nasobnym vodnym roztokom IPA (90 %, v/v). Nasledne bola zrazenina este
trikrdt premytad absolitnym IPA. Nakoniec bola zrazenina susend pri teplote 40 °C
v priebehu 48 h. DS = 2,6 %. 'H NMR (CDCl;, 700 MHz) signély acylu: 6 7.75-7.40
(m, 2H, -00C-CH=CH-COO-), 5.5-5.22 (m, 2H, -CH=CH-), 1.8-1.2 (m, 48H, -CH-),
0.9-0.8 (m, 6H, -CH3) ppm.

3.13 Stanovenie kritickej agregacnej koncentracie a vazbovej konstanty
pyrénu konjugatov sukcinylceramidu s hyaluronanom

Kritickd agregacnd koncentracia (CAC) avazbovd konStanta pyrénu konjugatov
sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer) boli stanovené pomocou metddy pouzitej
v &lanku Strympl et al. [97] s pristrojom PTI Quanta Master 400 (Oxnard, Kalifornia, USA).
CAC bola stanovend pomocou emisného maxima nilskej ¢ervenej na koncentracnej
zavislosti HA-konjugdatu. Kazda vzorka bola premerana dvakrat a data boli analyzované
spolu. Ako CAC je oznaceny inflexny bod, ktory bol ziskany sigmoidalnym prelozenim
semilogaritmickej zdavislosti. Vazbova konstanta pyrénu v hydrofébnych doménach
HA-sCer bola stanovend v systémoch nasytenych pyrénom (0,8 mgml?) a je oznadovana
ako Ks. Je uréena zo zavislosti pomeru intenzity 11/l fluorescenénych pasov pyrénu
na koncentrdcii HA-sCer. Pre stanovenie Kg bola kaidd vzorka premerand dvakrat.
Vysledna hodnota je prevratenou hodnotou inflexného bodu semilogaritmickej zavislosti

na osi x, ktora reprezentuje koncentraciu HA-sCer.
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3.14 Enkapsulacia kurkuminu

100 mg konjugdtu HA-sCer bolo rozpustenych v 10 ml demineralizovanej vody.
Do vzniknutého roztoku bol pridany 0,1 % (m/v) roztok KURK v IPA. Roztok bol miesany
15 min pri laboratérnej teplote. Nasledne bol roztok zahusteny za znizeného tlaku. Suchy
odparok bol rehydratovany s 10 ml demineralizovanej vody a prefiltrovany cez skleneny
filter s velkostou pdrov 1 um. Filtrat bol lyofilizovany a lyofilizat bol rozpusteny. Jeho
absorbancia bola merana pri vinovej dizke 425 nm pomocou spektrofotometra Cary 100
UV-VIS (Agilent, Santa Clara, Kalifornia, USA). Koncentracia KURK bola ur¢ena pomocou
kalibracnej krivky aich vazbovd kapacita (VK, %) a efektivita enkapsuldcie KURK

(angl. encapsulation efficiency; EE) boli vypocitané pomocou vztahov:

hmotnost naviazaného KURK

VK 100

= %
hmotnost polymérnych nanocastic s naviazanym KURK

_ mnoistvo enkapsulovaného KURK

EE = * 100

celkové mnoistvo KURK

3.15 Stanovenie viskozity

Viskozita HA a konjugdatov HA-sCer (188 aZ 442 kgmol™) bola stanovena pri koncentraciach
od 2 do 5 gl?!, ato vo vode av0,1 — 0,9 % (m/m) vodnom roztoku NaCl. Vzorky boli
pripravované mieSanim v priebehu 24 h pri teplote 25 °C. Reologické merania boli
vykonané na reometri Kinexus Pro+ (Malvern Instruments, Malvern, Velka Britania)
s pouzitim kdnickej geometrie (60 mm a 1°) pri konstantnej teplote 25 °C, a v rozsahu
rychlostného spadu 1-1000 s. Uvadzané su nulové $mykové viskozity no, vypocitané

s pouzitim Crossovho modelu [98].

3.16 Dynamicky rozptyl svetla

Velkost (hydrodynamicky priemer; HP) polymérnych nanocastic obsahujucich konjugaty
HA-sCer bola zmerand dynamickym rozptylom svetla (angl. dynamic light scattering)
pomocou pristroja Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, Velkd Britania)
pri vinovej dizke 632,8 nm a detekénom uhle 173° s pouzitim detekcie spatného rozptylu.
Polymérne nanocastice boli zriedené demineralizovanou vodou na koncentrdciu

1 mgml?,
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3.17 VyluCovacia chromatografia spojend s detekciou viacuhlového rozptylu
svetla

Mw a jej distribucia boli stanovené vylu¢ovacou chromatografiou v spojeni s laserovym
rozptylom svetla pod viacerymi uhlami s pouzitim degaseru G 1379A. Chromatograficky
systém bol zloZeny z Cerpadla Agilent HPLC model G 1310A (Agilent, Santa Clara,
Kalifornia, USA), manudlneho injektora Rheodyne model 7125i, dvoch 7,8 mm
ultrahydrogélovych linedarnych kolédn (Waters, Milford, Massachusetts, USA).
Chromatografické detektory pozostavali zDAWN EOS MALLS, diferencidlneho
viskozimetru ViscoStar a diferencidlneho indexu lomu Optilab T-rEX v sérii (Wyatt
Technology, Santa Barbara, Kalifornia). Injekény objem 0,015-1 % (w/v) konjugatov HA
bol 100 pl. Koncentracia bola vopred optimalizovand podla Mw modifikovanej HA.
Koncentréacia pre konjugaty pripravené z nizkomolekuldrnej HA (615 kgmol?) bola 1 %
(w/v), zatial ¢o pre HA svysSou Mw (188-442 kgmol?') bola pouzZitd koncentrécia
0,05 % (w/v). Mobilnou fazou bolo 50 mM PBS a 0,02 % roztok azidu sodného
pri prietokovej rychlosti 0,5 mimint. Na vypoéet Mw modifikovanej HA bol pouZity

prirastok indexu lomu 0,155 mlg™ (dn/dC).
3.18 Kvapalinova chromatografia — hmotnostna spektrometria

Na Strukturdlnu analyzu HA-sCer po enzymatickej degradacii pomocou lydzy HA izolovanej
zo Streptococcus Pneumoniae (priblizne 6500 IUmI?) bol pouZity chromatograficky
systém Acquity UPLC pripojeny k hmotnostnému spektrometru Synapt G2- Si (Waters,
Milford, Massachusetts, USA). K roztoku HA-sCer (1 mgml?) bolo pridané 100 pl roztoku
lydzy (na 4 ml roztoku HA-sCer) a vysledna zmes bola inkubovana 2 h pri 37 °C. Vysledny
roztok bol zriedeny na 20 mgl vodnym roztokom metanolu (30 %, v/v). Separécia bola
vykonand na koléne Waters Acquity UPLC HSS T3 (2,1 x 100 mm, 1,8 um) pri teplote
25 °C. Chromatograficky eluent pozostaval z dvoch mobilnych faz (A: 0,1 % HCOOH
vo vode, B: ACN), s prietokom mobilnej fazy 0,45 mlmin? s gradientovym reZimom
(0—2 min, 99 % A; 4 min, 85 % A; 5 min 55 % A). Vzorka bola injektovand v objeme 5 pl.
Hmotnostny spektrometer bol vybaveny elektrosprejovym ionizaénym zdrojom
pracujucom v negativnom rezime. Na kalibraciu pristroja v rozsahu m/z 50-1850 bol
pouZity mravéan sodny (0,5 mmoll? vzmesi voda/IPA, 10:90, v/v). Parametre

hmotnostného spektrometra boli nasledovné: napatie elektrosprejovej kapilary 2,7 kV,
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teplota elektrosprejového zdroja 100 °C, napatie vzorkovacieho kéonusu 60 V, napatie
offset zdroja 80 V, teplota desolvatécie 500 °C, prietok plynu v kénuse (N2) 50 |h%, prietok
desolvataéného plynu (N2) 800 Ih?, tlak sprejovacieho plynu (N2) 6,0 bar,
nizkohmotnostné rozliSenie pre vyber prekurzorovych idnov v kvadrupdle 15, napétie
koliznej pasce 4,0 V, transférové kolizne napatie 2,0 V, prietok plynu pasce (Ar)
2,0 mlmin, prietok plynu v héliovej cele 180,0 mimin-t, prietok plynu pre iénovid mobilitu
(driftovy plyn; N2) 90 mimin a vy$ka viny 40,0 V. Rychlost viny idnovej mobility bola
nastavena na 500 ms™. Disociacia nenasytenych fragmentov HA-sCer indukovana zrazkou
sa uskutocnila v prenosovej cele so zrazkovym napatim 35 V a prietokom kolizneho plynu
(Ar) 2 mimin. Ziskané Gdaje boli vyhodnotené pomocou softvéru MassLynx (Waters,

Milford, Massachusetts, USA).

3.19 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza bola vykonand pomocou pristroja TGA Q500 (TA
Instruments, New Castle, USA) v atmosfére syntetického vzduchu. 5 mg vzorky bolo
zahrievané pri rychlosti zahrievania 10 °C/min (do 600 °C). Potom bola vzorka zahriata
na 910 °C. Vsetky experimenty boli vykonané v dvoch opakovaniach. Vysledky TGA analyzy
st uvedené v Tabulke P4. Pomery susiny spifiaju $pecifikaciu pre priemyselnt syntézu

linolenoyl-hyaluronatu sodného [61].
3.20 Hodnotenie cytotoxicity

Cytotoxicita konjugadtov HA-sCer bola hodnotena na bunkove;j linii NIH-3T3. Bunky boli
rozmiestnené do 96-jamkovych dosticiek a kultivované 24 h. Na bunky boli aplikované
HA-sCer konjugaty a nemodifikované HA v koncentracidch 10, 100, 500 a 1000 pgml*?
a kultivované dalSich 72 h. Konjugaty boli rozpustené v Dulbeccom modifikovanom
Eaglovom médiu (DMEM) doplnenom 10 % fetdlnym bovinnym sérom (Sigma-Aldrich,
Schnelldorf, Nemecko), glutaminom (0,3 mgml?, Merck, Darmstadt, Nemecko), glukézou
(4 mgml?, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko), penicilinom (100 IlUml%, Sigma-Aldrich,
Schnelldorf, Nemecko) a streptomycinom (0,1 mgml?, Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Nemecko). Viabilita buniek bola merand v ¢asoch 0, 24, 48 a 72 h po aplikacii (konjugatov)
HA prostrednictvom testu s 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazélium-bromidom

(MTT; Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko). Zasobny roztok MTT (20 ul; koncentracia
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5 mgml?) bol pridany do média kazdej jamky bunkovej kultary (200 pl). Dosti¢ky boli
potom inkubované 2,5 h pri 37 °C. Nasledne bol roztok MTT odstraneny a bol pridany
lyticky roztok (220 ul) pri izbovej teplote v priebehu 30 min. Vysledny roztok bol merany
pri vinovej dizke 570 nm pomocou &itacky mikrotitraénych dosticiek EnSight (Perkin Elmer,

Waltham, Massachusetts, USA).

3.21 Hodnotenie protizapalovej aktivity

Protizdpalové vlastnosti konjugdtov HA-sCer boli hodnotené stanovenim hladiny
prozdpalového cytokinu IL-6 produkovaného makrofagmi po vystaveni tymto konjugatom
a makrofagom, aktivovanym lipopolysacharidmi z Pseudomonas aeruginosa 10

(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko).

Bunky THP-1 (400 000 buniek/jamka, 6-jamkova platna) boli diferencované
na makrofagy kultivaciou vo forbolmyristat-acetate (50 ngml?, Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Nemecko) pocas 24 h, po ktorej nasledovala 24 h pokojova faza. Nasledne boli makrofagy
koinkubované s lipopolysacharidmi (1 ugml?t) a konjugdtmi HA-sCer (v koncentracidch
250 pgmlt a 100 pgmlt). Ako pozitivna kontrola boli pouzité makrofagy stimulované iba
s lipopolysacharidmi. Nestimulované makrofdgy boli pouzité ako negativna kontrola.
Na porovnanie boli pouZité aj volny Cer a HA (6 kgmol™), a to v rovnakych koncentraciach
ako konjugaty HA-sCer (250 pugml™ a 100 ugml™). Koncentracie volného Cer boli upravené
podla DS konjugatov HA-sCer a ich koncentracii. HA-sCer a HA (6 kgmol) boli rozpustené
v kultivaénom médiu; volny Cer bol rozpusteny v DMSO. Experimenty zahfnali aj kontrolu
rozpustadla (DMSO). Po 24 h expozicii lipopolysacharidom a testovanym latkam boli
odoberané supernatanty a hladina IL-6 bola stanovend metédou ELISA (Thermo-Fisher,

Waltham, Massachusetts, USA).

3.22 In vitro penetracné experimenty s polymérnymi nanocasticami
s enkapsulovanou nilskou ¢ervenou

Koziné penetracné experimenty boli vykonané s pouzitim koZe v plnej hriubke (priblizne
1 mm) z Eerstvych udnic osipanych ziskanych z bitinku (Maso-Eko s.r.o., Letohrad, Ceska
republika). Experimenty boli vykonané podla postupov OECD s pouzitim vertikalnych
Franzovych difuznych ciel. Akceptorova faza bola naplnend PBS pufrom (pH = 7,4)

pri teplote 32 °C. Vyrezané tkanivo bolo umiestnené medzi donorovu a akceptorovu cast
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cely, pricom SC pokozky smerovalo nahor. Odkryta bola difizna plocha 1 cm?. Po 30 min
ekvilibracie bola donorova ¢ast cely pomaly naplnend s 0,2 ml kontrolného roztoku (PBS,
pH = 7,4) alebo polymérnymi nanocasticami HA-sCer s enkapsulovanou nilskou ¢ervenou
v prostredi PBS. Cela bola nasledne uzavretd vieckom. Po 24 h boli Franzove cely
rozmontované, koZa bola premytd PBS azamrazend. Nasledne bola koZa lateralne
nakrdjand kryosekciou na hrdbku 10 pum. Kaidd vzorka bola pripravend vtroch
opakovaniach. Na skdmanie vzoriek bol pouzity konfokalny laserovy mikroskop Leica

CM1950 (Leica Biosystems, Wetzlar, Nemecko).
3.23 Elektricka impedancia

Elektricka impedancia (El) koZze bola merana LCR pristrojom 4080 (Conrad electronic,
Hirschau, Nemecko, meraci rozsah 20 Q — 10 MQ, chyba pri hodnotach kQ <0,5 %), ktory

pracoval v paralelnom rezime so striedavou frekvenciou 120 Hz.

V tomto a nasledujucich experimentoch boli skimané ucinky 1 % HA-sCer
(6 kgmol?; DS =10+ 2 %) v PBS; 0,01 % HA-sCer (6 kgmol; DS = 10 + 2 %) v PBS; 1 % HA
(6 kgmolt) vPBS; 0,01 % HA (6 kgmol?') vPBS al % Cer vzmesi PG/EtOH (7:3, v/v)
na permeabilitu koze in vitro pomocou Franzovych difuznych ciel. V nasledujucich
experimentoch bolo pouzivané PBS spridavkom 0,001 % gentamicinu a koza
do experimentov bola pripravend nasledujicim sp6sobom. Zamrazend ludska koza
(odobrand od donora vsulade s Helsinskou deklaraciou; schvalenie etickou komisiou
3/11/2022) bola pomaly rozmrazena a dermatomovand na hridbku priblizne 400 pum.
Nasledne boli skontrolované mozné poskodenia a koza bola rozrezana na Stvorce o ploche
priblizne 2 cm?. Kisky koZe boli vloZzené medzi dva teflénové drziaky s priepustnou
plochou 1 cm? a utesnené polotuhym silikdnom. KoZné vzorky v drZiakoch boli vloZené
do Franzovych ciel tak, aby dermalna Cast koZe bola obratena smerom dole a akceptorové

Casti Franzovej cely boli naplnené PBS.

Najskor bolo na povrch koZze nanesené 0,5 ml PBS. Po 20 min bola zaznamenana El
pomocou dvoch elektréod z nehrdzavejicej ocele ponorenych do PBS donorovej
a akceptorovej Casti Franzovej cely. PBS bolo po merani odstranené vatovym tampdnom

a povrch koze bol po kazdom merani El osuseny [99-101].
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3.24 Transepidermalna strata vody

Reverzibilita ucinkov skumanych vzoriek na TEWL bola merana pomocou sondy
AquaFlux™ (Biox systems Ltd., Londyn, Velka Britdnia). Horna Cast Franzovej cely bola
odstranena a sonda pristroja bola tesne umiestnenda na teflénovy drziak. Merania boli

uskuto€nené priteplote vzduchu 21-25 °C a relativnej vihkosti vzduchu 35-43 % [99-101].

3.25 In vitro penetracné experimenty s modelovou latkou teofylinom

Presny objem akceptorovej ¢asti kazdej cely bol zmerany (8 £ 0,1 ml). Priprava koZe bola
metodicky zhodnd s predchadzajucim experimentom. Zmontované Franzove cely boli
ekvilibrované 1 h pri 32 °C a integrita koZe bola overena pomocou elektrickej impedancie.
Nasledne boli na koZzu nanesené vzorky HA alebo HA-sCer alebo Cer, ktoré boli po 12 h
opatrne odstranené. Ndasledne bola na koZu nanesend 5 % suspenzia TH v PBS (100 pl).
Vasoch 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 h bolo odobrané 300 ul akceptorovej faze a boli

nahradené rovnakym objemom cerstvého PBS [99,101-103].

3.26 Vysokoucinnd kvapalinova chromatografia

Koncentracia TH vo vSetkych vzorkach bola stanovend pomocou pristroja Shimadzu
Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), ktory pozostaval z cCerpadiel LC-20AD
s degasserom DGU-20A3, autosampleru SIL-20A HT, tepelného boxu CTO-20AC, diode
array detektoru SPD-M20A, komunika¢ného modulu CBM-20A a softvéru Labsolutions
LCMS Ver.5.109 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Vzorky akceptorovych faz boli analyzované
na koléne LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100 RP-18, 5 um, Merck, Darmstadt, Nemecko)
pri 35 °C za pouZitia mobilnej fazy pozostavajucej z 40 % metanolu v 0,1 M NaH2POas (v/v)
pri prietoku 1,2 mimin! a detekcii pri 272 nm. Kalibraéna krivka bola linedrna v rozsahu

0,5-100 pgml™ (r2 20,9999, p <0,001) [99,101,103].
3.27 Infracervend spektroskopia povrchu koze

Ucinky skiimanych zlGéenin na lipidy a proteiny koZnej bariéry boli skimané na ludskej
koZi pomocou metddy FTIR. Hydratované dermatomované kusky ludskej koze o hribke
400 um boli narezané na $tvorce s plochou 2 cm? a umiestnené do teflénovych drZiakov
s odkrytou plochou o velkosti 1 cm?. Priprava vzoriek bola metodicky zhodnd s metodikou

penetracného experimentu. FTIR spektrd boli zaznamenané na infraervenom

38



spektrometri Nicolet 6700 FT-FTIR (Thermo-Fisher, Waltham, Massachusetts, USA)
vybavenom krystdlom ZnSe so zoslabenym celkovym odrazom MiIRacle. Spektra boli
vytvorené za pomoci 128 skenov zaznamenanych s rozliSenim 2 cm™. Najskor bola kozZa
premerana v ¢ase 0 h. Nasledne boli aplikované donorové faze HA alebo HA-sCer v PBS,
Cer v PG/EtOH, 7:3 (v/v) alebo PG/EtOH, 7:3 (v/v). Po 12 h inkubacie pri teplote 32 °C boli
donorové faze opatrne odstranené a koza bola zmerana v ¢asoch 14, 24 a 36 h po aplikacii
donorovych fazi. Zaznamenané spektrd, za su¢asného stanovenia maxim absorpénych
pasov, boli spracované pomocou softvéru OMNIC (Thermo scientific, Madison, Wisconsin,
USA). Dekonvolucie boli vykonané v softvéri OriginPro 2021b (Irvine, Kalifornia, USA).
Dekonvoluované boli absorpéné pasy vibracie ,Amid 1“vrozmedzi 1730-1540 cm™.
Pre dekonvoluciu boli bol pouzity nastroj Peak Analyzer s funkciou na Upravu zdkladnej
linie ExpDecl. Na odhalenie skrytych pasov bola pouzita 2. derivacia s funkciou Smoothing
(s metdédou FFT filter atzv. cut-off frekvenciou vrozmedzi 0,05 - 0,15). Plochy
dekonvoluovanych pdsov boli dané do pomeru so suctom vsetkych ploch

III

dekonvoluovanych pasov vibracie ,Amid | a boli vyjadrené v %.
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4 \Vysledky a diskusia

4.1 Syntéza a charakterizacia konjugatov sfingolipidov a hyaluronanu

HA je hydrofilny polysacharid, ktory je znaéne nekompatibilny s vo vode nerozpustnymi
sfingolipidmi ako su Cer a volna sfingoidna bdza P. Pre uspesnu modifikaciu HA je v3ak
nutné sa molekulou sfingolipidu ,priestorovo priblizit“ molekule polysacharidu. Bez
predchadzajucej modifikacie sfingolipidu tzv. linkerom teda nie je mozné jeho priame

naviazanie na HA [59,104].

V tejto praci boli na modifikdciu sfingolipidov zvolené ako linkery kyseliny
jantdrova [105] alebo maleinova [106], ktoré vstupovali do reakcii vo forme komercne
dostupnych cyklickych anhydridov. Vzniknuté intermediaty (sfingolipid-linker) obsahovali
objemnejSiu poldrnu hlavu zakonéenu karboxylovou skupinou, ktord umoznila
rozpustenie uvedenych ldtok vo vode v pritomnosti kosolventu. Schému pripravy

zobrazuje Obrazok 7.

O_Na+ OH
° O HO
sfingolipid 4 Linker — = Sfingolipid—Linker 4 |0 01 =1
HO OH NH
o:< n

HA

Sfingolipid
Linker

O'Na® o]
oNa"' OH O=—= o HO o
0= 4 HO o o
o 0 ©
o "™ OH NH
Sfingolipid-linker-HA

Obrazok 7. Obecnd schéma pripravy spojenia sfingolipidu a kyseliny hyalurénovej (HA) pomocou tzv. linkeru

(sfingolipid-linker-HA).
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4.1.1 Priprava konjugatov fytosfingozinu s hyaluronanom

4.1.1.1 Priprava linker-fytosfingozinov

Volnd sfingoidnd bdza P obsahuje sekundarnu aminoskupinu, ktord mozno pomerne
jednoducho a efektivne modifikovat pomocou cyklickych anhydridov sukcinanhydridu
a maleinanhydridu (Obrazok 8). V pripade latky P s naviazanou kyselinou maleinovou
(N-maleinylfytosfingozinu; mP) bola dokonca v literatire popisana inhibicia signaliza¢nej
drahy NF-kB. V porovnani s volnou bazou a samotnou kyselinou maleinovou vykazovala

latka mP lepSie protizapalové vlastnosti [106].

OH
R CyoH
HO 121125
O._NH OH
O 0
Y 0”7 >on SP
OH
: THF:CH.CL,, 3:2
CyoH :Cly, 3:2,
HO 12725 pyridin, 0°C 7 h,
NH, OH lab. t. 17 h, Ar
OH
P 5
' CizH2s

Obrazok 8. Schéma pripravy N-sukcinylfytosfingozinu (sP) a N-maleinylfytosfingozinu (mP). Do reakcie
vstupuje volna sfingoidna baza fytosfingozin (P; modra farba) a anhydrid kyseliny jantarovej (Cervena farba)
alebo maleinovej (fialova farba); THF, tetrahydrofuran; Ar, argénova atmosféra.

Ako prva bola skimand moiZnost viazania linkera bez pritomnosti organickej
zasady, no pokusy neboli Uspesné. Preto priprava prebiehala za pomoci vybranych zasad,
a to TEA a pyridinu [107,108]. TEA je relativne silna baza a jej pouzitie viedlo k neZiaducim
viacndsobne modifikovanym produktom (>40 % zastUpenie vedlajSieho esterového
produktu), zatial ¢o menej bazicky pyridin, v katalytickom mnoiZstve (0,2 ekv.) znizil
mnoZstvo esterovo viazaného linkera. Za reakénu teplotu bolo zvolenych 0 °C v priebehu
prvych 7 h za Géelom termodynamickej kontroly [109]. Struktirna analyza (NMR a FTIR)
ziskanych latok N-sukcinylfytosfingozinu (sP) a mP je zndzornend v Prilohe (Obrazky P1
az P4). Vzhladom k relativne velkej reaktivite primarnej hydroxylovej skupiny P
sa nepodarilo Uplne zamedzit tvorbe esteru; v pripade latky sP bol ziskany vedlajsi

esterovy produkt v zastupeni 15 % av pripade mP v zastupeni 10 %. Esterova vazba
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produktu bola identifikovand prostrednictvom NMR, kde dochadzalo k posunu
diastereotopickych proténov na C;i sfingoidnej baze a rozdielnym chemickym posunom

amidového proténu.

4.1.1.2 Priprava konjugdtov hyaluronanu s linker-fytosfingozinom

Konjugaty HA s linker-fytosfingozinom boli pripravené naviazanim sP (konjugat
N-sukcinylfytosfingozinu s hyaluronanom; HA-sP) alebo mP (konjugat
N-maleinylfytosfingozinu s hyaluronanom; HA-mP) na kysli formu HA. Prvym krokom
tejto pripravy je aktivacia volnej karboxylovej skupiny linkera jednym ekvivalentom
aktivacného cinidla v pritomnosti TEA v DMSO. V literatire bolo pri priprave
hydrofobizovanej HA popisanych niekolko aktivacnych Ccinidiel, ktoré boli UspesSné
[53,55,61,110]. V tejto praci boli na viazanie sP a mP testované ako aktivacné ¢inidla BC,
DMTMM, CDI a HSTU (Priloha, Tabulka P1). Modifikacia HA pomocou sP s pouzitim BC
nebola Uspe$na. Z aktivaénej kinetiky pomocou 'H NMR bolo zistené, Ze dochadzalo
k naviazaniu benzoylového substituentu na primarnu hydroxy skupinu latky sP namiesto
aktivacie karboxylovej skupiny (Priloha, Obrazok P5). Z toho dévodu aktivacia latky mP
uz nebola dalej testovana. Pouzitie aktivacného ¢inidla DMTMM v bazickych podmienkach
tieZ nebolo uspesné, pretoze DMTMM si vyzaduje mierne kyslé podmienky, v ktorych

ale sP nie je dobre rozpustny [111].

V priprave konjugatov HA s aktivovanymi sfingoidnymi bazami bolo vyuzité cinidlo
CDI (Obrazok 9), ktoré uz v minulosti bolo pouzité pri modifikacii HA [53,55,112]. CDI je
latka citlivda na vlihkost [113], a preto modifikdcie HA prebiehaju v bezvodom DMSO
po prevedeni HA na kyslud formu. Pri laboratérnej teplote bol v reakcii sP a kyslej formy HA
(15 kgmol™) za pritomnosti CDI ziskany konjugadt HA-sP s hodnotou DS = 1 %, pri ¢om
zvySenim aktivacnej teploty na 60 °C sa hodnota DS takmer zdvojnasobila. Najvyssie
hodnoty DS vsak boli pozorované pri pouziti aktivacného cinidla HSTU. Po aktivacii sP
pomocou HSTU bola dosiahnuta hodnota DS konjugatu az 3,1 %. Naproti tomu pri pouziti
rovnakych podmienok na aktivdciu mP bola tdto hodnota iba 1,4 %; rozdiel sa da
pravdepodobne vysvetlit pritomnostou dvojitej vazby maleinatového linkera, ktora

ovplyvriuje hodnoty pKa a tym moze ovplyvnit aj reaktivitu.
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Obrazok 9. Naviazanie linker-fytosfingozinu na hyaluronan (HA); panel A predstavuje naviazanie
N-sukcinylfytosfingozinu (sP; modro-Cervend farba) a panel B naviazanie N-maleinylfytosfingozinu (mP;
modro-fialova farba); CDI, karbonyldiimidazol, HSTU, N,N,N‘,N‘-tetrametyl-O-(N-sukcinimidyl)urénium-
hexafluorofosfat; TEA, trietylamin; DMAP, 4-dimetylaminopyridin, DMSO, dimetylsulfoxid.

Na zdklade analyzy 'H NMR spektra, v ktorom boli pritomné protény metylovych
a metylénovych skupin zodpovedajucej latke sP, bola potvrdend modifikdcia HA. Toto
dalej podporila aj pritomnost proténov sukcinatového linkera a zloZitejSia DOSY NMR
analyza. Konjugat HA-sP, ktorého kritickd agregaénd koncentracia bola 20 ugml?, ma
zdznamy zo Strukturnej analyzy (*H NMR, DOSY NMR a FTIR) uvedené v Prilohe (Obrazky
P6 az P8).

4.1.2 Priprava konjugdatov ceramidu s hyaluronanom

4.1.2.1 Priprava linker-ceramidov

Podobne ako v pripade volnej sfingoidnej baze P, tak aj Cer bol modifikovany
sukcinanhydridom a maleinanhydridom (Obrazok 10). Na rozdiel od P, v Cer nie je volna
aminoskupina, ale amidova skupina. Modifikacia teda prebieha len na hydroxylovych
skupinach Cer. V priebehu optimalizacie pripravy latky linker-Cer (latky sCer a mCer) bola

vyvinuta snaha ziskat jeden produkt acylovany selektivne na primarnej hydroxylovej
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skupine, ale selektivita nebola dosiahnutd a vysledny produkt bol vidy v roznom pomere

zmesou polohovych izomérov.
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Obrazok 10. Schéma pripravy sukcinylceramidu (sCer) a maleinylceramidu (mCer). Do reakcie vstupuje
ceramid s acylom kyseliny olejovej (Cer; modro-Cierna farba) a anhydrid kyseliny jantarovej (Cervena farba)
alebo maleinovej (fialova farba); TEA, trietylamin; THF, tetrahydrofuran.

Selektivita naviazania sukcinatového linkera bola testovana pomocou baz pyridinu
a TEA. Najvyssia regioselektivita modifikacie primarnej hydroxylovej skupiny (78 %) bola
dosiahnuta pouzitim TEA pocas 6 h pri 40 °C a naslednych 16 h pri laboratdrnej teplote.
Vysledky v syntéze mCer pri pouZiti rovnakych podmienok vSak neboli reprodukovatelné.
Preto bol v tomto pripade pouzity N-metylmorfolin, s ktorym boli ziskané konzistentnejsie
zévery. 'H NMR analyzy a FTIR spektra latok sCer a mCer su uvedené v Prilohe (Obrazky
P9, P10, P11 a P17D).
4.1.2.2 Priprava konjugdtov sukcinylceramidu a maleinylceramidu s hyaluronanom

s vyuZitim zmiesanych anhydridov

Syntéza HA-sCer a konjugatu maleinylceramidu s HA (HA-mCer) pomocou zmieSanych
anhydridov bola zaloZend na aktivacii karboxylovej skupiny kyseliny jantarovej alebo
maleinovej (sCer alebo mCer) s aktivacnym cinidlom BC za vzniku zmieSaného anhydridu,

ktory priamo bez predchadzajuceho Cistenia vstupuje do reakcie s HA (Obrazok 11).
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Z pouzitych intermediatov sCer a mCer, poskytla Zelany produkt len reakcia s latkou sCer.
Dévodom moze byt rozdiel v hodnotach pKa; v pripade latky sCer je tato hodnota vyssia
v porovnani s intermedidtom mCer (predikcie: 3,73 pre sCer a 2,45 pre mCer) [114]. Latka
mCer je 16-krat silnejSia kyselina ako kyselina benzoova (pKa = 4,08). KedZe reaktivny
intermediat s DMAP tvori preferencne slabsia kyselina, je preto latka sCer v porovnani
s latkou mCer uprednostriovana [115,116]. Netreba tieZ opominat fakt, Ze sukcinatovy
linker je vdaka flexibilite svojich vazieb priestorovo pristupnejsi, ¢o mdze byt vyhoda

v porovnani s maleinatovym linkerom, ktory ma rigidna dvojitu vazbu.
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Obrazok 11. Schéma pripravy konjugatu hyaluronanu (HA) so sukcinylceramidom (sCer; ¢ervena a modra
farba) pomocou metédy zmieSanych anhydridov s vyuZitim benzoyl-chloridu (zelend farba). Priprava
prebieha v dvoch krokoch. Prvym krokom je aktivacna reakcia, ktorej produktom st benzoova kyselina (1),
anhydrid kyseliny benzoovej (2) a zmieSany anhydrid sCer a benzoovej kyseliny (3). V nasledujucej acylacii
tieto produkty reaguju s HA za vzniku konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer); THF,

tetrahydrofufan; IPA, izopropanol; TEA, trietylamin; DMAP, 4-dimetylaminopyridin.

Ako sekunddarne produkty aktivacie boli detegované kyselina benzoova a anhydrid
kyseliny benzoovej. Kinetika reakcie bola monitorovand pomocou *H NMR pri réznych

teplotach. Zmiesany anhydrid vznikol v priebehu prvych 15-30 minut, pricom najvyssia
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konverzia (priblizne 99 %) bola dosiahnuta pri 40 °C. Pri teplote 60 °C nedoslo k uplnej
konverzii, a si¢asne rozklad anhydridu prebiehal rychlejsie. Kinetiku aktivacnej reakcie
znazorniuje Obrazok P12 a Tabulka P2 v Prilohe. Charakterizacia (FTIR spektrum a DOSY

NMR) izolovaného zmieSaného anhydridu su uvedené v Prilohe (Obrazky P13 a P14).

Konjugat HA-mCer bol pripraveny podobnym sp6sobom ako konjugaty HA-mP
a HA-sP, tzn. pomocou aktivacného cinidla HSTU za pouzitia kyslej formy HA. Avsak,

vysledné DS bolo nizke (< 3 %).

Nakolko grafting sCer na HA s aktivacnym cinidlom BC bol mimoriadne Uspesny
(DS az 14,2 %), bolo upustené od vyvoja metdd na pripravu konjugatov HA s mCer
a fytosfingozinom. BC je vchémii relativne beine pouzivand jednoduchd zlicenina
s nizkou cenou, ktora kontrastuje s ndkladnymi aktiva¢nymi Cinidlami (napr. CDI a HSTU),
ktoré su viac citlivé na vlhkost. Pri pouZiti uvedenych cinidiel je nutné pouzit drahé
bezvodé DMSO a je nutné prekonvertovat sodnu sol HA na jej kysli formu, ¢o nielen

znizuje jej Mw, ale kysla forma HA ma aj nizSiu stabilitu ako jej sodna sol [117].

Pri esterifikacii hydroxylovych skupin HA (Obrazok 11) bol mimo iné skimany vplyv
koncentracie HA, ¢asu a polarity rozpustadla na vysledok reakcie. Experimentalne bolo
zistené, Ze najucinnejSim kosolventom na esterifikaciu HA je THF (Tabulka P3 v Prilohe)
z dovodu vyssej konverzie. Klucovym faktorom uspeSnosti modifikacie bola vsak
koncentracia HA. Cim niz$ia Mw HA bola pouZitd, tym bolo moZné posunut koncentraciu
HA k vy38im hodnotdm. Pre 6 kgmol™* HA bolo moZné pouzit koncentrovanejsie roztoky
(priblizne 4 %). S narastajucou Mw vstupnej HA optimdlna koncentracia klesa aZ na 1 %.
Tento jav sa da odévodnit odlisSnym bodom prekrytia retazcov v roztoku pri réznych Mw
HA (angl. coil overlap point). Bod prekrytia retazcov je definovany ako bod v ktorom
retazce HA vyplnia roztok [118]. Tento bod dalej ovplyviiuje rovnovahu a rychlost reakcii
uvedenych v Tabulke P3 v Prilohe. Kinetika acylacie pomocou zmieSanych anhydridov je
preto pravdepodobne riadend mozZnostou difuzie objemného aktivovaného sCer
v reakénej zmesi, tzv. crowding efektom. S obmedzenou moznostou jeho difizie dochadza
hydrolyze anhydridu a k modifikacii HA dochadza len v mensej miere alebo vobec
(Tabulka P3 v Prilohe). V pripade prilis nizkej koncentracie HA, anhydrid vo zvySenej miere
hydrolyzuje este predtym ako pride do kontaktu hydroxylovou skupinou HA. Opacne tomu

je vpripade esterifikacie HA kyselinou laurovou, ktora preferuje koncentrovanejsie
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roztoky [119]. Strukturdlna analyza HA-sCer (*H, HSQC a DOSY NMR; a hmotnostna

spektrometria) je podrobnejsie rozobrand v Prilohe (Obrazky P15 aZz P19; a Tabulka P3).

4.1.3 Agregacné chovanie konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom

Tato podkapitola je zamerana na skiumanie vplyvu kosolventu (pri acyldcii HA), Mw a DS
na vyslednu agregaciu retazcov HA-sCer do polymérnych nanocastic (Tabulka 3). Bolo
zistené, Ze velkost tychto Castic sa pohybovala v rozmedzi priblizne od 30 do 500 nm.
Konjugdty HA-sCer (6 kgmol?) mali relativne Gzku distriblciu velkosti. Bola u nich
detegovana jedna populacia Castic s velkostou do 40 nm a indexom polydisperzity (PDI)
v hodnote 0,2-0,3. V pripade konjugdtov HA-sCer (15 kgmol?) bola pozorovana
bimodalna distribucia ich velkosti (30-70 nm a priblizne 200-400 nm), ¢o sa prejavilo

aj vo vyssich hodnotach PDI (Tabulka 3).

Hodnoty kritickej agregacnej koncentrdcie (CAC) konjugatov HA-sCer zobrazuje
Tabulka 3. Uvedené udaje naznacuju, Zze hodnota CAC je velmi citlivd na stupen
substitucie a vyrazne klesa s ndrastom jeho hodnoty, ¢o bolo uz minulosti pozorované
v pripade hydrofobizovaného Skrobu a pullulanu [120]. Konjugat HA-sCer s najvyssim DS
potvrdzuje, Ze hydrofobicita lipofilného jadra sa zvySuje s mnoZstvom hydrofébnych

substituentov na retazci polysacharidu [122].

VyssSie uvedené zavery boli potvrdené studiom vazbovej konstanty pyrénu Ks
(Obrazok P20 v Prilohe; aTabulka 3), o je senzitivnejSi parameter na Studium
hydrofébneho jadra nanocastice. V sulade s tym hodnoty K ukazali, Ze konjugaty HA-sCer
(6 kgmol?, DS = 14,2 %) vykazovali najvys$siu vazbovost pyrénu (Ks = 6,31 Ig?) (Tabulka 3,
vstup 3). Pre porovnanie, hodnoty Kg uvddzané pre hydrofobizované Skrobové
nanocastice modifikované Cs a C¢ acylovymi retazcami sa pohybovali od 0,1 do 0,5 Ig™*
[121]. Podobne tieZ publikované udaje pre hydrofobizovany dextran uvadzaju hodnoty Ks

od 0,1 do 20 Ig v zavislosti od DS a dizky acylového refazca [122].

Molekula HA v zavislosti od reakéného média meni konformaciu, éo mdze mat
za nasledok rézne acylovany produkt, ktory aj s rovnakym stupfiom substitlcie nutne
nemusi mat zhodné vlastnosti [123]. Preto bol skimany vplyv kosolventu pri syntéze (THF,

IPA) na agregacné vlastnosti konjugatov. V pripade HA-sCer (6 kgmol™; DS = 8,3-9,7 %) boli
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rozdiely zanedbatelné (Tabulka 3, vstupy 1 a 6). V pripade HA-sCer (15 kgmol?) je vSak uz
mozné pozorovat vyrazne vyssSiu CAC pri derivatoch pripravenych v rozpustadle

obsahujucom IPA, ¢o znaci horsiu agregdciu retazcov polyméru (Tabulka 3, vstupy 5 a 7).

Na porozumenie vplyvu stupna substitlcie na hydrofobicitu jadra bol pouzity KURK
ako model hydrofébnej aktivnej latky. Jeho VK narastala spolu s DS abola najvyssia
v pripade konjugatov pripravenych s kosolventom THF (Tabul'ka 3, vstupy 2 a 3). HA-sCer
(6 kgmol) pripravené v systéme THF/voda vykazovali z pomedzi testovanych konjugatov
najvhodnejSie agregacné vlastnosti. Je u nich preto oc¢akavanad lepSia penetracia do koze
a potencialne vyssi benefit pri topickej aplikacii na kozu.

Tabulka 3. Vplyv stupnia substittcie (DS), molekulovej hmotnosti (Mw) a kosolventu (tetrahydrofuran; THF
alebo izopropanol; IPA) pouZzitych pri syntéze konjugatov sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer), ktoré
boli pouzité na stanovenie vazbovej kapacity (VK) a enkapsulacnej efektivity (EE) kurkuminu, vazbovej

konstanty pyrénu (Ks), kritickej agregacnej koncentracie (CAC), hydrodynamického priemeru (HP) a indexu

polydisperzity (PDI); *bimodalne rozdelenie velkosti Castic.

Vstup DS kosolvent [kflg\rllnvc\:l'll VK [%] EE [%] Ks[Ig1] [I»l;:‘\(':'l] HP [nm] PDI
1 8,310,4 THF 6 0,76+0,16 | 38,04 2,42 6,5+1,5 27 0,32
2 12,2+ 0,2 THF 6 0,99+0,18 | 49,510 5,21 2,4+0,6 39 0,36
3 14,3+ 0,2 THF 6 1,70£0,16 = 85,0+7 6,31 1,9+0,2 38 0,30
4 3,2£0,2 THF 15 0,76+0,43 | 38,07 0,78 12,5+6 | 56;473%* 0,49
5 6,91 0,1 THF 15 0,87+0,31 | 43,57 2,18 4,1+0,6 @ 34;278* 0,54
6 9,7+ 0,2 IPA 6 0,57+0,11 | 28,515 2,29 6,1+0,5 31 0,28
7 6,2+ 0,1 IPA 15 0,59+0,18 | 29,55 1,89 11,5+0,8 64; 462* 0,53

4.1.4 Reologické chovanie konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom

Konjugéaty HA-sCer (188-442 kgmol™?) vykazovali takmer 6-ndsobné zvysenie viskozity
v porovnani s vychodiskovou latkou HA (Priloha, Obrazok P21A a P21B). Tento jav je
mozné vysvetlit hydrofébnymi interakciami, ktoré spdsobili nekovalentné sietovanie
retazcov polyméru veduce k odporu vocli deformacii [124]. ESte vysSi rast viskozity
(z hodnoty 135 mPa-s na 916 mPa-s) bol pozorovany v roztokoch NaCl (0,1 - 0,9 %, m/m),

¢o je mozné vysvetlit zmenou elektrostatického prostredia [125,126].

Dalej bol skimany vplyv koncentracie NaCl na vyslednt nulovd $mykovu viskozitu

(Obrazok P21C v Prilohe; a Obrazok 12), pricom bola pozorovana exponencialna zavislost.
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Nulova Smykova viskozita pri koncentracii NaCl medzi 0,1 % a 0,9 % (m/m) sa zvysila z 1,5
na 69,1 mPa's, ¢o predstavuje 46-nasobny narast. V porovnani s nemodifikovanou
HA (300 kgmol?) sa 3mykové stensenie (angl. shear-thinning) zatinalo pri vy$sich
hodnotach smykovej rychlosti, ¢o je mozné pripisat hydrofébnym modifikaciam [127].
Okrem toho, po pridavku NaCl bolo pozorované aj Smykové zahustovanie (angl. shear
thickening). V pripade hydrofobizovanych polymérov mozno uvedené sprdvanie pripisat
rovnovahe medzi tvorbou prechodnej polymérnej siete indukovanej Smykovym napatim
a agregdciou polymérnych klastrov [128,129]. Pri mechanickom namdhani mozZu
hydrofébne modifikdcie podporovat tvorbu vacsich agregatov alebo zhlukov
makromolekdl HA. Tieto zhluky moZu navzdjom interagovat a vytvarat hustejsie
usporiadany systém, ktory spésobuje odpor proti toku, ¢o spésobuje vyssie zmieneny
shear thickening. Nasledny jav ozna¢ovany ako shear thinning mozno pripisat rozpletaniu
polymérnych retazcov, ktoré je sprevadzané narusenim hydrofébnych interakcii.

V désledku toho hydrofobizovand HA vykazuje pseudoplastické spravanie [130,131].
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Obrazok 12. Reologické chovanie a tokové krivky konjugédtu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer;
188 kgmol*; DS = 2,2 %) v roztokoch NaCl (0,1 % - 0,9 %, m/m) v porovnani roztokom nemodifikovaného
hyaluronanu (HA, 300 kgmol™) v 0,9 % (m/m). Stanovenia boli vykonané pri koncentracii konjugatov 5 gl*

a pri teplote 25 °C.

4.1.5 Cytotoxicita a protizapalové vlastnosti konjugatu sukcinylceramidu s
hyaluronanom

Jedna z déleZitych vlastnosti pripravenych polymérnych nanocastic je ich kompatibilita
s biologickym materidlom vzhladom k tomu, Ze by takéto latky mohli ndjst uplatnenie
napr. v kozmetickych pripravkoch [132]. Toto sa hodnotilo pomocou stanovenia viability
buniek na fibroblastoch bunkovej linie NIH-3T3 po aplikacii polymérnych nanocastic
HA-sCer (6 a 15 kgmol?) a samotnej HA (6 a 15 kgmol™). Viabilita buniek (Obrazok 13)
je vpripade HA-sCer, po 24 h kultivacii, porovnatelna s kontrolnymi bunkami
v koncentréacidch 10, 100, 500 a 1000 pgml? a nenaznaduje akutnu cytotoxicitu [133].
Po 48 a 72 h od aplikacie vSak bol pozorovany narast viability, ¢o by mohlo byt vysvetlené
stimulaciou bunkovej proliferacie a/alebo metabolizovanim testovanych latok. Tento

efekt nebol pozorovany v pripade samostatnej HA.
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Obrazok 13. Relativna viabilita fibroblastov NIH-3T3 kultivovanych s polymérnymi nanocasticami konjugdatu
sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer; 6 kgmoll, DS = 14,2 % a15 kgmol® DS = 7,0 %)
a nemodifikovaného hyaluronanu (HA; 6 a 15 kgmol™) v rozsahu koncentrdcii 10 — 1000 pgml? po 24, 48

a 72 h v porovnani s viabilitou kontrolnych buniek. Odchylka merania je vyjadrend ako stredna chyba
priemeru (SEM; n=3).

V literature boli popisané schopnosti sfingolipidov inhibovat produkciu zapalovych
markerov. Ako mechanizmus tohto javu bola povazovana ich aktivita na PPAR receptoroch
umiestnenych  vijadre bunky, ktoré inhibuju signalizacnd drdhu  NF-kB
[21,22,106,134,135]. V tejto praci sa vychadzalo z hypotézy, Ze po naviazani sfingolipidov
na HA ddjde este k prehibeniu protizépalovej aktivity vdaka interakcii HA s povrchovym
receptorom CD44 [94,136], ktory indukuje pinocytézu, ¢im sa pripravené polymérne
nanocastice (alebo ich fragmenty) dostanu vo zvySenej miere do bunky. Potencidlna
protizapalovd aktivita nizkomolekuldrnych polymérnych nanocastic HA-sCer bola

sledovand meranim hladin (pgml?) prozapalového cytokinu IL-6 v makrofagoch
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diferencovanych zTHP-1 buniek po indukcii zdpalu vyvolanym pomocou
lipopolysacharidov (Obrazok 14). Samostatnd HA (6 kgmol?) vykazovala zanedbatelny
inhibi¢ny ucinok. Toto je vsulade spriacou You et al., kde autori uvadzaju, ze HA
(10 kgmol* a 60 kgmol™?) v koncentracii 0,5 % (m/m) neznizuje expresiu IL-6 pri zapalovej
reakcii indukovanej pomocou lipolysacharidov a inhibi¢ny efekt na produkciu IL-6 bol
detegovany az pri zvySeni koncentracie na 2 % [137]. Najvyraznejsi protizapalovy ucinok
bol pozorovany pri koncentracii 250 ugml? v pripade polymérnych nanodastic HA-sCer
(15 kgmol?, DS = 7,7 %), ktoré inhibovali produkciu IL-6 aZ 0 95,3 % (Obrazok 14B).
Polymérne nanocastice HA-sCer (6 kgmol™?, DS = 8,8 %) spdsobili pri rovnakej koncentracii
inhibiciu produkcie IL-6 0 91 %. Hypotéza, Ze pripravené polymérne nanocastice maju
protizdpalovu aktivitu bola potvrdend, avsak pre presné stanovenie mechanizmu tohto

efektu by boli potrebné dalSie pokrocilé experimenty.
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Obrazok 14. Inhibicnad aktivita polymérnych nanocastic sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer,
6 a 15 kgmol?) na produkciu cytokinu interleukinu 6 (IL-6) v porovnani s volhym ceramidom (Cer)
a hyaluronanom (HA, 6 kgmol?) s pozitivnou kontrolou (makrofagy koinkubované s lipopolysacahridmi
bez aplikovanych vzoriek) a negativnou kontrolou (neovplyvnené makrofagy) pri koncentracii. Panel A
zobrazuje vysledky pre koncentraciu vzoriek 100 ugml™?; a panel B zobrazuje koncentraciu 250 ugml™.
°koncentrécia volného Cer, ktord zodpovedd mnoiZstvu viazaného Cer v HA-sCer (6 kgmol?, DS = 8,8 %);
°°koncentracia volného Cer, ktord zodpoveda mnoZstvu viazaného Cer v HA-sCer (15 kgmol?, DS = 7,7 %);
°°Dimetylsulfoxid (DMSO; kontrola), ktoré bolo pouZité na rozpustenie Cer v HA-sCer (6 kgmol?,
DS = 8,8 %); °>>°DMSO (kontrola), ktoré bolo pouZité na rozpustenie Cer v HA-sCer (15 kgmol™?, DS = 7,7 %);

Odchylka merania je vyjadrena ako smerodajna odchylka (SD; n=3). *p < 0,05; ***p < 0,001.
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4.2 Vplyv polymérnych nanocastic konjugatu sukcinylceramidu s
hyaluronanom na vlastnosti koznej bariéry

4.2.1 Penetracné experimenty s konjugatmi sukcinylceramidu s
hyaluronanom s enkapsulovanou nilskou Cervenou

Penetraéné experimenty boli vykonané pre Ucely posudenia potencidlu vytvorenych
polymérnych nanocastic prenikat do hlbsich vrstiev koZe. Nakolko sa jedna
o makromolekulu, bol o¢akdvany iba obmedzeny prienik cez znacne lipofilné SC [5,9,58].
Pre uUcely monitorovania prieniku do koZe bola do polymérnych nanocastic HA-sCer
enkapsulovana fluorescenéna znacka nilska ¢ervenad. Po aplikacii polymérnych nanocastic
na kozny povrch bola pozorovana intenzita fluorescencie lateralneho rezu prasacej koze.
V pripade podania samotného farbiva v PBS nedosSlo kjeho penetracii pod SC
(Obrazok 15B), ¢o je v sulade s publikovanymi pracami [56,57]. Intenzivna penetracia
az do dermis bola pozorovana v pripade polymérnych nanocastic HA-sCer (6
a 15 kgmol?). Z vysledkov tohto experimentu je mozné vyvodit, Ze polymérne nanocastice

HA-sCer s menSou Mw a vy$Sim DS vykazuju vysSiu intenzitu fluorescencie v hilbsich

vrstvach koze, ¢o koreluje s mensou velkostou ich ¢astic a hydrofobicitou ich jadra.

I

55



Obrazok 15. Lateralne snimky plnej koZe bravéového ucha po 24 hodinach od aplikacie: panel A) PBS
(pH = 7,4) ako negativna kontrola; panel B) disperzia nilskej cervenej v PBS; panel C) polymérne nanocastice
konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer; 15 kgmol?; DS = 7,0 %) enkapsulované s nilskou
gervenou; panel D) polymérne nano&astice HA-sCer (6 kgmol?; DS = 8,2 %) enkapsulované s nilskou
gervenou; a panel E) polymérne nanocastice HA-sCer (6 kgmol™?; DS = 14,2 %) enkapsulované s nilskou

Cervenou.

4.2.2 Vplyv konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom na zmeny
transepidermalnej straty vody a elektrickej impedancie

V minulosti bolo uHA ajej derivatov pozorované, Ze poOsobia ako enhancery
transdermdlnej permeacie [58,68,138,139]. Na zhodnotenie Uucinkov polymérnych
nanocastic HA-sCer na vlastnosti koznej bariéry bola navrhnuta séria experimentov, ktora
bola zameranda na sledovanie parametrov, ako su zmena TEWL aEl, priepustnost

modelovej latky teofylinu a FTIR [99,101,140,141].

Najvyraznejsie zmeny v TEWL bolo mozZné pozorovat v ¢ase 14 h (Obrazok 16).
K najvacsiemu zvySeniu TEWL doslo po aplikacii vzoriek, ktoré obsahovali organické
rozpustadla, ¢o je v sulade s publikovanou literattrou [5]. Zo vzoriek, ktoré obsahovali HA
ajej polymérne nanocastice bolo najvacsie zvySenie TEWL pozorované po aplikacii
nemodifikovanej HA (6 kgmol?) voboch koncentracidch. Po aplikacii polymérnych
nanocastic HA-sCer v koncentracii 0,01 % bol pozorovany pokles TEWL, avsak tieto

rozdiely neboli Statisticky vyznamné.
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Obrazok 16. Panely A a B zobrazuju ¢asovy priebeh transepidermalnej straty vody (TEWL) izolovanej [udskej
koZe po aplikacii donorovych vzoriek s obsahom hyaluronanu (HA; 6 kgmol?'; modrd a zelend farba)
a polymérnych nanodastic konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer; 6 kgmol?; &ierna
a Cervena farba) v koncentracii 0,01 % a 1 %, alebo PBS (pH = 7,4, fialova farba), alebo Cer v PG/EtOH (7:3,
ZIté farba) alebo PG/EtOH (7:3, svetlomodra farba). Panely C a D zobrazuju hodnoty nasobnej zmeny
(angl. fold change) TEWL medzi danym ¢asom a TEWL v Case pred aplikaciou donorovych vzoriek. Odchylka
merania je vyjadrend ako SEM (n = 4). EtOH, etanol; PG, propylénglykol.

El vyjadruje odpor prostredia, vtomto pripade koZe, proti vedeniu striedavého
elektrického prudu. Vo Franzovej cele teda umoznuje relativne jednoduchd a rychlu
detekciu zmien v permeabilite koze [99,142,143]. Najvacsi pokles tohto parametra bol
pozorovany v ¢ase 14 h (Obrazok 17) od aplikacie donorovych vzoriek, a to vo vzorkdch,
ktoré obsahovali organické rozpustadla. Opat len v pripade tychto vzoriek boli badatelné

vyznamné rozdiely. Po aplikacii HA-sCer a HA (6 kgmol?) v koncentracii 1 % doslo

k zvySeniu tohto parametra.
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Obrazok 17. Panely A a B zobrazuju Casovy priebeh elektrickej impedancie (El) izolovanej ludskej koze
po aplikdcii donorovych vzoriek s obsahom hyaluronanu (HA; 6 kgmol?; tmavomodra a zelend farba)
a polymérnych nanodastic konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer; 6 kgmol?; &ierna
a Cervena farba) v koncentracii 0,01 % a 1 %, alebo PBS (pH = 7,4, fialova farba), alebo Cer v PG/EtOH (7:3,
ZIta farba) alebo PG/EtOH (7:3, svetlomodra farba). Panely C a D zobrazuju hodnoty nasobnej zmeny
(angl. fold change) elektrickej impedancie medzi danym casom a elektrickej impedancie v ¢ase pred
aplikaciou donorovych vzoriek. Odchylka merania je vyjadrend ako SEM (n = 4). EtOH, etanol; PG,

propylénglykol.

4.2.3 Permeacia modelovej latky teofylinu

TH je latka s vyvazenym rozdelovacim koeficientom a je ¢asto vyuZivana v permeacnych
experimentoch z dévodu jej senzitivity na rozvolnenie koznej bariéry [99,144-146].
Vo vykonanych experimentoch vtejto praci bolo kvantifikované mnozstvo TH, ktoré
preSlo cez izolovanu ludski kozu po aplikovani suspenzie TH v PBS. Obrazok 18A
znazornuje kumulativne mnozstvo TH, ktory bol pritomny v akceptorovej faze Franzovej

Vv

cely po 48 h od aplikacie suspenzie TH. Najvacsi rozdiel v permeabilite bol pozorovany
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vo vzorkach, ktoré obsahovali organické rozpustadla, kde dosiahnuté mnoistvo TH
v akceptorovej faze bolo 4x vacsie ako v kontrole (PBS). V pripade vzoriek obsahujucich
HA ajej konjugaty bola pozorovana koncentracnd zavislost, pricom aplikacia vyssich
koncentracii sposobila vysSie kumulativne mnozstva TH. V Obrazku 18B je znazorneny
tzv. tok (angl. flux) TH, stanoveny zo smernice linedrnej ¢asti kumulativnych mnozstiev

a vyjadruje relativnu zmenu permeacného profilu [147].

Hoci ziskané vysledky z tohto experimentu naznacuju, ze permeabilitu TH najviac
ovplyvnila HA (6 kgmol?), je potrebné zdéraznit, Ze nemodifikovana HA nie je schopna
viazat lipofilné latky, ¢o je znacnad nevyhoda v porovnani sjej hydrofobizovanymi
konjugdtmi. Analogicky ako u predchadzajucich parametrov vysledky tohto pokusu

nepreukazali vyrazny negativny vplyv na priepustnost koznej bariéry.
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Obrazok 18. Panel A zobrazuje ¢asovy priebeh permeovaného teofylinu cez ludskid koZzu do akceptorovej
faze Franzovej cely, ktorému predchadzala aplikdcia donorovych vzoriek s obsahom hyaluronanu (HA;
6 kgmoll; tmavomodra azelend farba) apolymérnych nanodastic konjugatu sukcinylceramidu
s hyaluronanom (HA-sCer; 6 kgmol?; ierna a ¢ervend farba) v koncentrdcii 0,01 % a1 %, alebo PBS
(pH = 7,4, fialova farba), alebo Cer v PG/EtOH (7:3, ZItad farba) alebo PG/EtOH (7:3, svetlomodra farba)
na kozu po dobu 12 h. Panel B zobrazuje tzv. tok (angl. flux) tok teofylinu z dat ziskanych z ¢asového

priebehu. Odchylka merania je vyjadrena ako SEM (n = 4). EtOH, etanol; PG, propylénglykol.

4.2.4 Analyza koZného povrchu pomocou infralervenej spektroskopie
Svyuzitim FTIR spektrometra vybaveného ATR (angl. attenuated total reflectance)
modulom je moziné relativne jednoducho Studovat vlastnosti kozného povrchu,

tj. mikroStruktury SC. V priebehu merania cez ATR krystal vznika evanescentna vina, ktora

prenika, v zavislosti od pouZitej vinovej dizky, niekolko nizsich jednotiek pm do vzorky
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koze [148]. Vzhladom k tomu, Ze SC je hrubé priblizne 20 um, je meranie obmedzené
na vrchné vrstvy SC. Majoritnou zlozkou susiny SC su proteiny (85 %), pri com najviac

zastupenym je keratin [149-152].

Pre posudenie usporiadania bariérovych lipidov bola z FTIR spektra (zdznamu)
hodnotena, mimo inych, symetrickd metylénova valencna vibrdcia, ktord ma svoje
maxima priblizne v oblasti priblizne 2850 cm™ [17,153]. Posun k vy$sim hodnotam
vinoctov tychto vibracii naznacuje zmenu v usporiadani (konformadcii) lipidovych retazcov
(hlavne zmenu z dobre usporiadanej all-trans konformacie na menej tesnud gauche

konformaciu), ¢o ¢asto suvisi so zvySenim permeability koznej bariéry [17,153].

V Obrazku 19 je moiné pozorovat zmeny na Grovni desatin cm™. Maximum
absorpéného pasu Ziadnej vzorky neprekrodilo hranicu 2850 cm, ktord znamend
pritomnost zle usporiadanej gauche konformacie [156,157]. Je ale zaujimavé, Ze Witting
et al. pozorovali zmeny vcelych jednotkdch cm™ po aplikicii nemodifikovanej
HA (100 kgmol™* a 1000 kgmol?) v koncentraciach 5 az 10 % [68]. Vysledky naznaduju,
Ze hydrofébne modifikacie v danych koncentraciach nemaju zasadny (negativny) vplyv

na interakciu s lipidmi SC.
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Obrazok 19. Hodnoty vino¢tu metylénovej symetrickej valencnej vibracie v ¢ase pred aplikaciou donorovych
vzoriek s obsahom hyaluronanu (HA; 6 kgmol?; tmavomodra a zelend farba) a polymérnych nanodastic
konjugétov sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer; 6 kgmol™; &ierna a &ervend farba) v koncentrécii
0,01 % a 1 %, alebo PBS (pH = 7,4, fialova farba), alebo Cer v PG/EtOH (7:3, Zlta farba) alebo PG/EtOH (7:3,
svetlomodra farba) (panel A), 14 h po ich aplikacii donorovych vzoriek (panel B), 24 h po ich aplikacii
donorovych vzoriek (panel C) a36 h po ich aplikicii donorovych vzoriek (panel D). Zobrazené su iba
Statisticky vyznamné rozdiely v porovnani s PBS. Odchylka je vydrena ako SEM (n=3). EtOH, etanol; PG,
propylénglykol; *p < 0,05; ***p < 0,001.

Ill

Vibracia, zndma pod oznacenim ,Amid 1% je valencna vibracia karbonylu

vamidove] skupine amda maximum svojho absorptného pdsu v rozmedzi
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1700-1600 cm™. Tato vibracia je velmi ¢asto vyuZivand na stanovenie sekundarnej
Struktury proteinov a je aplikovatelna aj na stanovenie konformdcie najviac zastupeného
proteinu v koZi, keratinu [68,154—157]. Posun maxima pasu tejto vibracie znaci zmenu
konformacie keratinu, ale bez presného urcenia podielu konformacii. Obrazok 20
zobrazuje porovnanie vino¢tu maxima absorpéného pasu v case 0 h a 14, 24 a36 h
po odstraneni donorovych vzoriek z fudskej koZze ex vivo. K najvyraznejSim posunom
(priblizne k hodnotam 1635 cm™) doSlo v éase 14 a 24 h uvzoriek HA-sCer v oboch
koncentraciach. Posun o niekolko jednotiek cm™ bol zaznamenany aj uHA
(6 kgmol') vkoncentracii 1 %. Po 36 h je moiné sledovat reverzibilitu stavu.
Vyraznejsi posun vibracného pasu nebol pozorovany ani po aplikdcii konjugatu HA

s B-cyklodextrinom [158] & u N,N,N-trimetylchitozdnu. V druhom pripade bola

po dekonvollcii detegovana zmena konformdcie keratinu [159].
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Obrazok 20. Hodnoty vinoctu vibracie ,Amid 1“ v ¢ase pred aplikaciou donorovych vzoriek s obsahom
hyaluronanu (HA; 6 kgmol?; tmavomodrd azelend farba) apolymérnych nanocastic konjugétu
sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer; 6 kgmol?; ¢ierna a ¢ervend farba) v koncentrécii 0,01 % a 1 %,
alebo PBS (pH = 7,4, fialova farba), alebo Cer v PG/EtOH (7:3, Zlta farba) alebo PG/EtOH (7:3, svetlomodra
farba) (panel A), 14 h po ich aplikacii donorovych vzoriek (panel B), 24 h po ich aplikacii donorovych vzoriek
(panel C) a 36 h poich aplikacii donorovych vzoriek (panel D). Odchylka je vydrena ako SEM (n=3). Zobrazené
su iba Statisticky vyznamné rozdiely v porovnani s PBS. EtOH, etanol; PG, propylénglykol; *p < 0,05;
*% n< 0,01; ***p < 0,001.

Jednym zo spOsobov ako stanovit konformaciu (sekundarnu Struktdru) kozného

Ill

keratinu je dekonvolucia absorpéného pasu ,,Amid |“. Konformdcie ziskané z dekonvolucie
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koreluju s datami ziskanymi rontgenovou difrakciou [160]. K vyznamnym konformaciam
keratinu patria tzv. PB-otalanie (angl. PB-turning, 1662-1695 cm™), a-helix
(1645-1662 cm™), nahodné zvinutie (angl. Random coiling, 1638-1645 cm™)
a konformacia B-skladaného listu (1615-1638 cm™) [159] .

Vysledky dekonvollcie vtomto experimente ukazali, Ze pripravené konjugaty
HA-sCer zmenili konformaciu keratinu zfyziologickej tesnej a-helix konformacie
do volnejsej konformacie PB-skladaného listu. HA-sCer vykazovali maximum zmeny
konformacie z a-helix do B-skladaného listu az v case 24 h avcase 36 h uz doslo
k regenerdcii konformdacie keratinu (Obrazok 21). Najvyssi dosiahnuty podiel tejto
konformacie bol 67 %, a to pri pouZiti koncentracie 1 %. Po aplikacii koncentracie HA-sCer
0,01 % bol detegovany podiel 56 %. Witting et al. pozorovali najvacsi vplyv na konformaciu
keratinu pri pouziti nemodifikovanej HA (5 kgmol™?) v koncentracii 5 az 10 % [59]. Vysledky

ostatnych vzoriek su uvedené v Prilohe (Obrazok P22).

—=— HA-sCer (6 kgmol™) 1 %
—e— HA-sCer (6 kgmol™) 0,1 %
PBS
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Obrazok 21. Casovy priebeh zasttpenia konformacie keratinu B-skladaného listu izolovanej fudskej koze
po aplikacii donorovych vzoriek s obsahom konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer;
6 kgmol) v koncentréacii 0,01 % (Eervena farba) a 1 % (&ierna farba) a PBS (fialova farba). Odchylka merania

je uvedend ako SD (n=3).
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5 Zaver

V sucasnosti produkuje farmaceuticky a kozmeticky priemysel znacné mnoistvo
komeréne dostupnych topickych pripravkov s obsahom biologicky aktivnych I[atok.
Za zmienku stoji narast pripravkov na baze sfingolipidov (ceramidov) s cielom doplnenia
chybajucich bariérovych lipidov, ktoré by mohli ndjst uplatnenie ako alternativa pri lieCbe
psoriadzy, ichtydzy alebo atopickej dermatitidy. Na druhu stranu je limitujucim faktorom
zhotovenia funkéného pripravku mimo iného ndrocné zaclenenie sfingolipidov
do uzivatelsky oblubenych hydrofilnych aplikacnych/liekovych foriem. Pozitivny vplyv
na koZu a jej funkciu ma aj kyselina hyalurénovéa/hyaluronan, avsak nevyhodou tohto

anionického polysacharidu je jeho obmedzeny prestup cez hydrofébnu koznu bariéru.

V tejto praci boli na vybrané sfingolipidy (fytosfingozin a ceramid) chemickou
cestou naviazané biokompatibilné linkery, odvodené od kyseliny jantarovej a maleinovej,
pomocou ktorych bola kyselina hyalurénova UspeSne upravenad na hydrofobizovany

konjugat sfingolipid-linker-hyaluronat.

Najviac efektivna bola priprava konjugatu sukcinylceramid-hyaluronat s vyuZzitim
metddy zmieSanych anhydridov. Prostrednictvom tejto metddy bol, v zavislosti
od pouzitej molekulovej hmotnosti, dosiahnuty stupen substitucie az 14,2 %, pri com
priprava bola Uspe$na v rozmedzi molekulovej hmotnosti hyaluronanu 6 aZ 442 kgmol™.
Modifikacia kyseliny hyalurénovej bola potvrdend pomocou NMR spektroskopie,
infraervenej spektroskopie a hmotnostnej spektrometrie. Medzi nesporné prednosti
vyvinutej metddy patri moznost pripravy vo vodnom prostredi, ¢o vyrazne redukuje
naklady na potrebny materidl a vybavenie, ¢im sa otvara cesta k Skadlovatelhosti pripravy.

V tejto praci bola dosiahnutd opakovatelna priprava z 3 g vychodzieho hyaluronanu.

Pripravené konjugaty boli rozpustné vo vode, v ktorej sa samovolne usporaduvali
do polymérnych nanocastic. Ich velkost bola zavisla od molekulovej hmotnosti polyméru,
pri om Castice z 6 kgmol™? konjugatov mali velkost do 40 nm. V pripade 15 kgmol*
konjugatov bola pozorovana bimodalna distribucia velkosti Castic. ZvySovanie stupna
substitucie ceramidu malo zdsadny vplyv na hydrofobicitu jadra a s tym spojenu vyssiu

vazbovost modelovych latok a nizsiu kritickd agregacnu koncentraciu.
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Pripravené konjugaty sukcinylceramid-hyaluronat nevykazovali Ziadne cytotoxické
ucinky, ale je naznacdeny rast buniek, ktory by mohol byt prospesny pri kompenzacii
dermalnych atrofickych zmien. Okrem toho konjugat vykazoval vyznamné zniZenie
hladiny prozdpalového cytokinu interleukinu 6 az 095 %, ato pri relativne nizkych

koncentraciach.

Permeacné experimenty ex vivo s polymérnymi nanocasticami sukcinylceramid-
hyaluronatu s enkapsulovanou nilskou cervenou preukazali fluorescenciu v prasacej
dermis. V permeacnych experimentoch s ludskou koZou neboli detegované vyrazné
zmeny v transepidermalnej strate vody ani elektrickej impedancii v porovnani s kontrolou.
Aplikované konjugaty sukcinylceramid-hyaluronat sice vyznamne nezmenili konformaciu
koZznych lipidov, av3ak pozmenili sekundarnu Struktaru keratinu v prospech
tzv. konformacie B-skladaného listu. Pripravené konjugaty sukcinylceramid-hyaluronat
teda vykazovali vynikajucu biokompatibilitu a efektivne prenikali do koze. Po prekonani
koznej bariéry sa predpoklada, Ze u konjugatu dojde k rozstiepeniu esterovych vazieb
a jednotlivé jednotlivé zlozky (hyaluronan, kyselina jantarovd aceramid) budu
degradované svojimi prirodzenymi metabolickymi drahami, avSak na overenie tejto

hypotézy je potrebny dalsi vyskum.

Vsetky definované ciele tejto prace boli naplnené. Avsak, dosiahnuty bol vyrazne
vysSi stupen substitucie, z povodne definovaného 2,5 az 3,5 % bolo dosiahnuté az hodnoty
14,2 %, pricom priprava bola efektivna v Sirokom spektre molekulovych hmotnosti.
Zistenie tohto poznatku nds viedlo ku koncentracii zdrojov na skimanie konjugatu

sukcinylceramid-hyaluronatu, ¢o vyustilo do podania patentovej prihlasky.

Spontanne usporiadané polymérne nanocastice pripravenych konjugatov by
v buducnosti mohli byt vyuZitelné pre (trans)dermalne aplikované (liecivé) latky. Takéto
konjugaty, ktoré su rozpustné vo vode, mozu byt zaclenené do vodnej fazy kvapalnych
alebo polotuhych topickych lieCivych/kozmetickych pripravkov alebo sa mozu poufZit aj
na zapuzdrenie hydrofébnych latok. Konjugdty by vdaka svojim protizapalovym
vlastnostiam mohli byt vhodnymi kandidatmi v lieCbe zapalovych koznych ochoreni. Tieto
latky tak poskytuju nové moznosti v terapii koZznych ochoreni a obchadzani podavania

protizdpalovych kortikoidov, pripadne po enkapsuldcii protizdpalovo aktivnych latok
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do konjugatov by mohlo dojst k efektivnejsej terapii s nizSou terapeuticky Gcinnou

davkou, ¢o by mohlo redukovat neZiaduce Gcinky spojené s chronickou terapiou.
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Priloha : Doplfujice informacie k experimentalnej Casti prace
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Obrazok P1. Upravené *H NMR spektrum N-sukcinylfytosfingozinu.

Obrazok P2. FTIR spektrum N-sukcinylfytosfingozinu.

Obrazok P3. Upravené *H NMR spektrum N-maleinylfytosfingozinu.

Obrazok P4. FTIR spektrum N-maleinylfytosfingozinu.

Tabulka P1. Laboratérne podmienky pripravy konjugatov linker-fytosfingozinu
s hyaluronanom.

Obrazok  P5. Porovnanie H NMR  spektier  aktivacnej kinetiky
N-sukcinylfytosfingozinu s benzoyl-chloridom.

Obrazok P6. H NMR spektrum konjugdtu N-sukcinylfytosfingozinu s hyaluronanom.
Obrazok P7. DOSY NMR spektrum konjugdtu N-sukcinylfytosfingozinu
s hyaluronanom.

Obrazok P8. FTIR spektrum konjugdtu N-sukcinylfytosfingozinu s hyaluronanom.
Obrazok P9. Upravené *H NMR spektrum sukcinylceramidu.

Obrazok P10. Upravené 'H NMR spektrum maleinylceramidu.

Obrazok P11. FTIR spektrum maleinylceramidu.

Obrazok P12. Kinetika aktivaénej reakcie sCer vykonand pomocou 'H NMR
spektroskopie.

Tabulka P2. Konverzia a stabilita zmieSaného anhydridu sukcinylceramidu s kyselinou
benzoovou.

Obrazok P13. FTIR spektrum izolovanych produktov aktivaénej reakcie
sukcinylceramidu s benzoyl-chloridom.

Obrazok P14. DOSY NMR spektrum produktov aktivacnej reakcie sukcinylceramidu
s benzoyl-chloridom.

Tabulka P3. Optimalizdcia reakénych podmienok pripravy  konjugatu
sukcinylceramidu s hyaluronanom.

Obrazok P15. Porovnanie H NMR spektier konjugdtu sukcinylceramidu
s hyaluronanom (6 kgmol?) a hyaluronanu (6 kgmol?) pred modifikaciou.

Obrazok P16. Upravené HSQC NMR spektrum konjugdtu sukcinylceramidu
s hyaluronanom.

Obrazok P17. FTIR spektrum konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom.

Obrazok P18. Tandemové hmotnostné spektrum (MS/MS) konjugétu
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Obrazok P19. DOSY NMR spektrum konjugdtu sukcinylceramidu s hyaluronanom.
Tabulka P4. Termogravimetricka analyza vybranych vzoriek.

2. Charakteristika a hodnotenie pripravenych konjugatov

Obrazok P20. Vzorové stanovenie vazbovej konstanty pyrénu K.

Obrazok P21. Reologicka charakterizacia konjugatu sukcinylceramidu

s hyaluronanom.

Obrazok P22. Casovy priebeh zasttpenia konformacie keratinu B-skladaného listu
izolovanej [udskej koze.
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Obrazok P1. Upravené 'H NMR spektrum N-sukcinylfytosfingozinu (sP) zaznamenané v DMSO-ds. Vlavo hore
je zobrazenda oznacena Struktura sP, kde je modrou farbou zvyrazneny fytosfingozin a ¢ervenou farbou je
zvyrazneny naviazany sukcinatovy linker. Oznacenie jednotlivych proténov je dalej priradené k signalom

na 'H NMR spektre.
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Obrazok P2. FTIR spektrum N-sukcinylfytosfingozinu.
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Obrazok P3. Upravené H NMR spektrum N-maleinylfytosfingozinu (mP) zaznamenané v DMSO-ds. Vlavo
hore je zobrazenda oznacena Struktira mP, kde je modrou farbou zvyrazneny fytosfingozin a fialovou farbou
je zvyrazneny naviazany maleinatovy linker. Oznacenie jednotlivych proténov je dalej priradené k signalom

na 'H NMR spektre.
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Obrazok P4. FTIR spektrum N-maleinylfytosfingozinu.
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Tabulka P1. Laboratérne podmienky pripravy konjugatov linker-fytosfingozinu s hyaluronanom (HA). CDI,

karbonyldiimidazol; DMSO, dimetylsulfoxid; DMAP, 4-dimetylaminopyridin, DMTMM, 4-(4,6-dimetoxy-

1,3,5-triazin-2-yl)-4-metylmorfolinium-chlorid; HA, hyaluronan;

HSTU,

N,N,N' N'-tetrametyl-O-(N-

sukcinimidyl)urénium-hexafluorofosfat; sP, N-sukcinylfytosfingozin; mP, N-maleinylfytosfingozin; TEA,

trietylamin.
Hm:t:“t' HAMw! | ps | Vytaiok Reaktant | ROZPUSER Ekv. Aktiv. | | Biza | DMAP | Cas® | Konc.HA | _ .

[mel [kgmol?] | [%] &l dlo reaktantu Cinidlo ekv.2 ekv. [h/h] [%] P

% 15 1 0,087 sP DMSO 0,5 col TEA | 0/05 0 3/24 2,4 lab. t./lab. t.
279 15 1,9 | 0310 sP DMSO 0,5 col TEA | 0/0,5 0 3/24 5,0 60 °C/ lab. t.
60 15 30 | 0,059 sP DMSO 0,2 HSTU | TEA | 0,2/0,2 | 005 | 7/43 4,5 60 °C/ lab. t.
180 15 28 | 0183 sP DMSO 0,2 HSTU | TEA | 0,2/0,2 | 005 | 7/88 55 60 °C/ lab. t.
60 15 1,4 | 0,053 mp DMSO 0,2 HSTU | TEA | 0,2/02 | 005 | 7/88 55 60 °C/ lab. t.
60 15 2,9 | 0,059 sP DMSO 0,5 HSTU | TEA | 05/1 0,05 | 7/67 2,5 60 °C/ lab. t.
60 15 31 | 0,055 sP DMSO 0,5 HSTU | TEA | 0,5/1 0,05 | 7/67 2,5 60 °C/ lab. t.
60 15 0 0,059 sP H,0 0,2 DMMTM | TEA 2/3 0,1 2/24 4,5 lab. t./ lab.t.

1 Bola pouzita kysla forma HA

2 Molarny ekvivalent aktivacie/ acylacie
3 Reakény cas aktivacie/ acylacie

4 Reacna teplota aktivacie/ acylacie
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Obrazok P5. Porovnanie 'H NMR spektier aktivagnej kinetiky N-sukcinylfytosfingozinu pri poufZiti jedného
molarneho ekvivalentu benzoyl-chloridu a trietylaminu v izopropanole-ds pri 40 °C. Na vyseku spektra je
mozné pozorovat posun diastereotopickych proténov (3.87 a 3.97 ppm), ktory znaci modifikaciu primarnej

hydroxylovej skupiny.

88



Protony skeletu HA

IPA
‘ IPA
Anomérne I. \ -CH,-
protény | '
— ‘
| l || |
(1[] | (I
Sukcinatovy linker |
] { ,Jl -CH3
| .I I | I | ] -CHZ- “ "
e . ] [, | . N . pit _
PPM 4.8 a4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 12 0.8 0.4

Obrazok P6. H NMR spektrum konjugdtu N-sukcinylfytosfingozinu s hyaluronanom. Metylova skupina
a metylénové skupiny, ktoré hyaluronan neobsahuje svedcia o jeho modifikacii, rovnako ako protény

sukcinatového linkera, ktoré nie su pritomné ako singlet. IPA, izopropanol.
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Obrazok P7. DOSY NMR spektrum konjugatu N-sukcinylfytosfingozinu s HA (HA-sP) zaznamenané
v D20: acetonitril-ds, 4:1. Jedna linia v spektre, predovsetkym koncovej metylovej skupiny, ktora rezonuje

v oblasti okolo 0.8-0.9 ppm, naznacuje, Ze modifikacia HA prebehla Uspesne.
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Obrazok P8. FTIR spektrum A) nemodifikovanej HA (6 kgmol?); aFTIR spektrum B) konjugat
N-sukcinylfytosfingozinu (HA-sP; 15 kgmol, DS = 3,1 %). Na spektre HA-sP pribudol absorpény pas
metylénove] valen&nej vibracie s maximom 2855 cm™. TaktieZ je pritomné rameno absorpéného pasu
priblizne pri 1727 cml, ktoré naznacuje vznik esterovej vazby. Na to aby bolo maximum jasne viditelné by

vSak bol potrebny vyssi stupen substitucie sfingolipidového substituentu.
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Obrazok P9. Upravené *H NMR spektrum sukcinylceramidu (sCer) zaznamenané v CDCls. V strede v hornej
Casti je zobrazend oznacena Struktura sCer, kde je Ciernou farbou znazorneny ceramid a ¢ervenou farbou je
zvyrazneny naviazany sukcinatovy linker. Oznacenie jednotlivych proténov je dalej priradené k signdlom

na 'H NMR spektre.
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Obrazok P10. Upravené 'H NMR spektrum maleinylceramidu (mCer) zaznamenané v CDCls. V strede
v hornej Casti je zobrazend oznacena struktura mCer, kde je Ciernou farbou znazorneny ceramid a fialovou
farbou je zvyrazneny naviazany maleinatovy linker. Oznacenie jednotlivych proténov je dalej priradené

k sighdlom na 'H NMR spektre.
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Obrazok P11. FTIR spektrum maleinylceramidu.
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Obrazok P12. Kinetika aktivaénej reakcie sCer vykonand pomocou 'H NMR spektroskopie v prostredi

izopropanolu-ds. Signaly proténov pri 2.87 a 2.62 ppm (Cervend Sipka bez vyplne) predstavuju protéony -CH»-

pri anhydridovej skupine. Protény s posunom 2.46 ppm (Cervena Sipka s vyplfiou) predstavuju degradacny

produkt.
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Tabulka P2. Konverzia a stabilita zmieSaného anhydridu sukcinylceramidu s kyselinou benzoovou vyjadrena
v % pri réznych teplotach. Uvedené hodnoty boli vypotitané z integralu signdlu proténov v 'H NMR spektier

ziskanych v jednotlivych ¢asoch, ktory rezonuje pri 2.87 ppm.

Konverzia zmieSaného anhydridu [%]

Cas 25°C 40°C 60 °C
15 min 91,50 99,50 77,50
30 min 89,50 99,00 73,50
45 min 89,00 97,00 60,00
60 min 88,50 96,50 59,50
90 min 88,50 89,50 49,50

120 min 87,00 86,50 37,50

150 min 87,50 80,00 28,50

180 min 85,50 74,00 23,50
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Obrazok P13. FTIR spektrum izolovanych produktov aktivacnej reakcie sukcinylceramidu pomocou
benzoyl-chloridu prevedenej v tetrahydrofurane pri 40 °C.
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Obrazok P14. DOSY NMR spektrum produktov aktivacnej reakcie sukcinylceramidu s benzoyl-chloridom
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Cervend diara zobrazuje zmieSany anhydrid sCer abenzoovej kyseliny. Zelend C¢iara zobrazuje

benzoylanhydrid a benzoovd kyselinu. TEA, trietylamin.

Tabulka P3. Optimalizacia reakénych podmienok pripravy konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom.
Metodika zmieSanych anhydridov ukazala zanedbatelné znizenie molekulovej hmotnosti (Mw). V niektorych
pripadoch sa Mw mierne zvysila, ¢o bolo pravdepodobne spdsobené agregaciou polymérnych retazcov.
V pripade HA so strednou Mw (= 200 kgmol?) mohli reakéné podmienky spdsobit degradaciu
(vstupy 20 - 22). V niektorych pripadoch sa viak Mw nedala presne uréit v désledku vyraznej agregécie
a interakcie amfifilného polysacharidu s chromatografickou kolénou, ¢o je pre podobné modifikacie

charakteristické. DS, stupen substitlcie; sCer, sukcinylceramid.
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Vstup? Mw?
[kgmol?]

1 6
2
3
4
5
6
7 9
8 15
9
10
11
12
13 188
14 268
15 340
16
17
18
19
20 416
21 6
22 15
23 6
24 6
25 9
26
27 15

Mw?

[kgmol?]

10
21

Konc. Ekv.? Konverzia DS
[%] (sCer) [%] [%]
tetrahydrofuran
3 0,75 16,4 12,3+0,54
4 0,4 20,8 8,3+0,41
0,5 16,0 8,0+0,73
4 1 14,0 14,0+0,57
5 10 1040,5
6 2,7 2,710,3
4,5 0,5 12 6,0+0,75
2 0,5 10,6 5,3+0,2
2,5 0,25 13,2 3,3+0,10
2,5 0,6 11,5 6,910,17
5 0,5 5,2 2,6
6 Bez reakcie ~0,26
1 7,4 3,710,51
1 4 2,0+0,72
0,75 2,8 3,3
1 9,6 4,8
1,5 2,4 1,6
2 0,9 1,8
3 Bez reakcie ~0,6°
1 3,4 2,7+£0,70
1,4-dioxan
6 1 2,7 2,7+0,3
6 3,9 3,9
terc-butanol
6 1 3,3 3,3%0,3
izopropanol
4 0,4 16,3 6,5+0,35
4,5 0,5 11,4 5,7+0,77
4,5 1 7,4 7,410,72
4,5 0,25 9,6 2,7x0,3

Vytazok
[%]

99
97

99

94
99
99
99

1Aktivaénd reakcia prebiehala pri 40 °C podas 30 minut v THF alebo IPA. Acyldcia HA prebiehala 2 h
pri 25 °C. Vybrané reakcie boli pripravené 5-krat a hodnota DS reprezentuje priemer s odchylkou vyjadrenou

ako SD.

2Mw HA pouZitej na acylaciu.

3Mw modifikovanej HA.

4Molarny ekvivalent sCer vztiahnuty k disacharidovej jednotke HA.

5 Volny sukcinylceramid je pritomny v produkte ale reakcia neprebehla.
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Obrazok P15. Porovnanie 'H NMR spektier konjugatu
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sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer;

6 kgmol™) (spektrum A); a hyaluronanu (6 kgmol?) pred modifikdciou (spektrum B). Obe spektrd boli

zaznamenané v D20. Pri 2.0 ppm je pritomny signdl patriaci skupine -NCOCHs, skeletovym proténom patria

signaly v rozmedzi 3.4-3.9 ppm a anomérnym proténom su priradené signaly v rozsahu 4.4-4.6 ppm. Signaly
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Obrazok P16. Upravené HSQC NMR spektrum konjugdtu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer)
zaznamenané v D20 s priradenymi signalmi do Struktury modifikovaného disacharidového monoméru
HA-sCer. Na spektre je moiné pozorovat odtienenie proténov, ktoré zodpovedaju polohe 6a
(z 3.8 23.7 ppm na 3.8 a3.9 ppm az60.5 na 66.0 ppm), ¢o potvrdzuje pritomnost kovalentnej vazby

primarnych hydroxyloch HA v polohe Cs N-acetyl-D-glukézaminu. * - rezidudlny izopropanol.
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Obrazok P17. FTIR spektrum A) nativneho hyaluronanu (HA; 6 kgmol?), B) konjugatu sukcinylceramidu
s hyaluronanom (HA-sCer; 5,6 kgmol?), C) fyzikdlnej zmesi sukcinylceramidu (sCer) a HA (6 kgmol?);
a D) sCer. Pre hydrofobizované derivaty HA su typické vyrazné metylénové vibracie nadobudnuté
naviazanim alifatickych retazcov. Preto moZno pozorovat absorpéné pasy v oblasti 2922 cm™ (asymetrickd
valenénd vibréacia -CH»-), 2852 cm™ (symetrickd valenénd vibracia -CH>-), 1466 cm™ (noZnicovd vibrécia
-CH2-) a 721 cm® (kyvava vibrécia -CH»-). Absorpény pas pri 1727 cm™ naznauje tvorbu esterovej vazby [1].
Tento signdl je mozné pozorovat len pri DS vyssom ako 10 %, pretoZe signal sa prekryva s vibraciou

»Amid 11“ HA.
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Obrazok P18. Tandemové hmotnostné spektrum (MS/MS) konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom
(HA-sCer) v negativnom reZzime po enzymatickej degradacii pomocou bakteridlnej lydzy hyaluronanu
izolovanej zo streptcoccus pneumoniae s detegovanymi fragmentmi a s predpokladanou strukturou. Vsetky
doposial uvedené metddy vznik kovalentnej vazby medzi sCer a HA len naznacovali. Na definitivne
potvrdenie modifikacie bola pouZitd hmotnostna spektroskopia po predchadzajicom nastiepeni retazcov
HA-sCer pomocou bakteridlnej lydzy. Lyaza Stiepi B (1->4) vazbu v HA, pricom vznikaju nenasytené
disacharidy HA s kyselinou glukurénovou na neredukujicom konci. Konjugat HA-sCer bol analyzovany
pomocou kvapalinovej chromatografie-MS/MS experimentu v negativnom maéde. Najintenzivnejsie signaly
v MS/MS spektre mozno priradit modifikovanému nenasytenému disacharidu HA (AHA2-sCer) s jednym sCer
ako substituentom (m/z (presné)= 1041,6479; m/z (namerané)= 1041,4614 (Struktura B). Ako dalSie boli
pozorované nenasytené tetrasacharidy HA (AHA4-2Bz) modifikované dvoma benzoylovymi substituentmi
(m/z (presné)= 965,2681; m/z ( namerané)= 965,4799 (Struktira A). Dimér AHA2-sCer so substituentom
sCer (m/z (presné)= 1141,6640; m/z ( namerané) = 1141,4364; ktory svedCil o diesterifikacii Cer
(Struktara C). Identifikovany bol aj modifikovany nenasyteny trisacharid HA (AHA3AA-sCer) s jednou
molekulou kyseliny jantarovej viazanou na sCer (m/z (presné)=1217,6801; m/z (namerané)=1217,4272

(Struktara D).

99



A

[log{m2/s)]

r <t

o

=

-

LS

=

o

Lo

o =1

K]

ACN [
8 6 a 2 [ppm]

Obrazok P19. DOSY NMR spektrum konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer) zaznamenané

v D20: acetonitril-ds, 4:1 (v/v). Nepritomnost jednej linie signalov naznacuje intenzivnu agregdciu polyméru

v testovanom prostredi. ACN, acetonitril.

Tabulka P4. Termogravimetricka analyza vybranych vzoriek. DS, stupen substitlcie; IPA, isopropanol; Mw,

molekulova hmotnost, sCer, sukcinylceramid; THF, tetrahydrofurén.

Mw [kgmol] DS [%] Ekv. sCer kz:;ii:y;‘t Susina [%] PO:ZISE;?::?:]‘ ny
6 14,2 1,0 THF 92,4 5,4
6 12,0 0,6 THF 90,9 6,4
6 8,2 0,4 THF 90,4 7,4
6 9,8 0,75 IPA 91,6 7,7
9 6,2 0,50 IPA 90,5 0,0
9 6,9 0,75 IPA 90,2 0,0
9 8,0 1,00 IPA 89,5 0,0
15 3,2 0,25 THF 89,7 7,7
15 7,0 0,6 THF 90,4 8,3
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Obrazok P20. Vzorové stanovenie vazbovej konstanty pyrénu Ks.
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Obrazok P21. Reologicka charakterizacia konjugatu sukcinylceramidu s hyaluronanom (HA-sCer). Panel A

zobrazuje tokové krivky HA-sCer (188 kgmol™?; DS = 4,6 %) v 0,9 % NaCl alebo vo vode v porovnani

so vstupnym nemodifikovanym hyaluronanom (HA; 188 kgmol™?) pri koncentracii 2 gl. Panel B zobrazuje

ich detegované nulové Smykové viskozity. Panel C zobrazuje exponencialny rast nulovej Smykovej viskozity

HA-sCer (188 kg mol™; DS = 2,2 %), o koncentracii 5 gl?, sndrastom koncentracie NaCl v roztoku

(koncentracie 0,1 az 0,9 %; m/m). Stanovenia boli vykonané pri 25 °C.
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Obrazok P22. Casovy priebeh zastUpenia konformécie keratinu B-skladaného listu izolovanej fudskej koze
po aplikacii donorovych vzoriek s obsahom hyaluronanu (HA; 6 kgmol?) v koncentrdcii 0,01 % (zelend farba)
a 1% (tmavomodra farba) a kontrolnych vzoriek ceramidu (Cer) v PG/EtOH (7:3, ZIta farba) a PG/EtOH (7:3,
svetlomodra farba). Odchylka merania je vyjadrend ako smerodajna odchylka (n=3). EtOH, etanol; PG,
propylénglykol.
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