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Souhrn

Konjugaty poly(ethylenglykolu) (PEGu) s prednisdom mohou byt
pusobenim specifickych enzyns&peny na volny prednisolon a zbyly nosiPEG.
Enzym jaterni esterazagobi na esterové vazby stemin, které spojuji prednisolon
a PEG. Zvolenim vhodné spojky Ize owlovat farmakokinetické vlastnosti proie.
Cilem této diplomové prace bylo sledovat enzymatickEpeni polymernich
konjugati s fiznymi spojkami.

Teoreticka cast diplomové prace je émovana zakladnim informacim
o hormonech, steroidnich hormonech a moznosteidh jsfanoveni. Dale obsahuje
obecné poznatky o enzymech, poly(ethylenglykolexhgjich konjugatech sdévy
a principielr® popisuje metodu HPLC ve spojeni s UV detekci.

Pouzité chemikalie,ifstroje a postupy prace jsou uvedeny v experint@nta
¢asti diplomové prace. Vysledkowast obsahuje dosazené vysledky, které jsou zde
diskutovany.

Kli ¢éova slova: prednisolon
enzym
HPLC/UV
Poly(ethylenglykol)



Summary

Conjugate of poly(ethyleneglycol) with prednisolonmeay be cleavage by
specific enzymes to free prednisolone and wastesfearing agent - PEG. Liver
esterase enzyme effects on ester bond of compdinkohg prednisolone and PEG.
Select the appropriate coupling can influence tharmacokinetic properties of
drugs. The aim of this thesis was to monitor theyeratic cleavage of various
conjugates with various connections.

The theoretical part of thesis is devoted to basiermation on hormones,
steroid hormones and the possibilities of theiredatnation. It also includes
a general knowledge of the enzymes, polyethylemegland its conjugates with
drugs and describes the principle method of HPL@hined with UV detection

The used chemicals, apparaturs and procedureihae i the experimental

part of thesis. Results part contains the adjussdlts which are also discussed.

Keywords: prednisolone
enzyme
HPLC/UV
poly(ethylenglycol)



Seznam pouzitych zkratek

ALP
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Hormon-responsivni element
Vysoko&inna kapalinova chromatografie
Vnittni pramer
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Praséi jaterni estreaza

Peroxidaza



RP-HPLC Vysokowinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi
S Substrat

SELDI lonizace laserem za&4asti povrchu pevnyctastic
SLE Systémovy lupus erythematodes

SPEG Star poly(ethylenglykol)

uv Ultrafialové zdéeni

VIS Viditelné z&eni
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1 Uvod

-13-



Uvod

Prednisolon je velmi vyznamné glukokortikoidniil® s mnoha dznymi
a dilezitymi (€inky. Aby bylo mozno jeho t8vych vlastnosti sprawnvyuzivat, je
nutné jej dopravit do organismu ve vhodné férrZa timto delem mize byt
prednisolon navazan na polymerni gogitery dopravi l&vo v poZzadovanéntase
na dané misto v organismu. Jednim z takovychtatgsipoly(ethylenglykol), ktery
neni toxicky a po od&peni I€iva je v neznanéné podobk vylou¢en z organismu.
Muze se vyskytovat v mnoha strukturnich forméach, &temjisti pozadovaneé
farmakokinetické vlastnosti prali&a.

Prednisolon je s poly(ethylenglykolem) spojen wbldikovou spojkou
tvofenou funknimi derivaty tiznych dikarboxylovych kyselin. Volbou kyseliny Ize
rovnéZz ovliviiovat vlastnosti proléva. Pra¥ na tyto spojky psobi specifické
enzymy, které jsou ffomny v organismu. Enzym jaterni préisessteraza 8pi
esterovou vazbu mezi kyselinou a prednisolonem, ira tivokhuje I&ivo
z polymerniho konjugatu. Prednisolon ma tedy motp@sobit na konkrétnim mist

a po utitou dobu.

-14 -



2 Teoreticka&fast
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Teoretickasast

2.1 HORMONY

Hormony jsou latky, které v mnohobitmych organismech slouzi jako
chemiti poslovée a zprostdkovavaji penos signalu mezi liami, tkargmi
a organy. Jsou produkovany zZéchy i rostlinami a slouzi kignosu informaci i
rastu, €lesném i psychickém vyvoji, rozmnozovani a udrzévameostazy [1].

U sava@ jsou hormony produkovany Zzlazami s vnit sekreci (endokrinni
Zlazy) a jsou vyltovany do krevniho ainu. Timto je vytvoéen endokrinni systém,
ktery je sodasti neurohumoralniho systerfidiciho veSkeré&tesné funkce jako jsou

metabolismus,tst, reproduk&ni funkce apod. [2].

2.1.1 Vyvoj studia hormoni

Jiz ve stedowku byly znamy léivé (€inky hormori a proto se pouzivaly
k 1&¢b¢ nekterych onemoaini zvireci ¢i lidské organy. AvSak vyzkum jednotlivych
Zlaz a jejich funkci se datuje az do druhé polovieyatenactého stoleti, kdy byly
poloZeny zaklady endokrinologie [3].

Nazev hormon vznikl vroce 1905 a je odvozen redkéhohormao cili
podrecuji.

Jako prvni byly izolovany struktwnnejjednodussi hormony jako jsou
adrenalin a thyroxin, pozf slozit¢jSi inzulin a vletech 1927-1935¢tgina
steroidnich pohlavnich hormbnNasledovaly¢etné pokusytznych syntézé&chto
hormoni. Vyzkum peptidovych a proteinovych hornioloyl porékud opozdn, kwili
jejich slozité struktie.

Vyznamny pokrok znamenalo ¥gSeni struktury a syntézyuldzZitych
hypofyzarnich hormain Zarove: byla objevena a obja&ma struktura a funkce tzv.
hypothalamovych uvébvacich hormoi [3].

Dulezitym zlomem byla fiprava hormoft raznymi farmaceutickymi
firmami. Jako vychozi latky se pouzivaly rostlinméaterialy (stigmasterol
a ergosterolXi steroidni latky ZivéiSného fivodu (cholesterol, kyselina cholova,
deoxychova atd). Peptidové hormony se syntetizokkgickou metodou v roztoku

nebo novjSi Merrifieldovou metodou na pevném nosiSteroidni hormony bylo

-16 -



Teoretickasast

mozno vyrabt z pirodnich zdraj, kdy se krom chemickych reakci vyuZzivalo
i mikrobiélnich transformaci. Proteinové hormony\&e WtSin¢ piipadi ziskavaji

izolaci z gisluSnych zwiecich Zlaz. Velice ug8re se vyvinula metoda genového
inZenyrstvi - rekombinace DNA, kdy bakterie s viede genetickou informaci

produkuji dané peptid§i proteohormony fimo do kultiv&niho média [3].

2.1.2 Rozdleni hormona

2.1.2.1 Podle chemického sloze]

a) Hormony odvozené od aminokyseliny tyrosinu.

Do této skupiny pat hormony dené nadledvin (adrenalin
a noradrenalin) a hormony §titné Zlazy (tyroxirripdthyronin). Adrenalin
a noradrenalin jsou zaravenediatory nervovéhorpnosu.

b) Hormony s peptidovou strukturou.

Vznikaji  sklddanim jednotlivych  aminokyselin  do by
jednoduchych peptid ¢i sloZitejSich protei (proteohormony). Tyto
hormony se secernuji v hypothalamu a neurohypofyze.

c) Steroidni hormony.
Jejich chemickd struktura je odvozena od cholektera jsou

vylu¢ovany gonadami aikou nadledvin.
2.1.2.2 Podle mechanismuisobeni[5]
a) Mechanismus zprostedkovany membranovymi receptory
- peptidové a proteinové hormony a katecholaminy

b) Mechanismus zprostedkovany intracelularnimi receptory

- steroidni a thyroidni hormony

-17 -



Teoretickasast

2.1.3 Risobeni hormoni

Hormony misobi na cilové hiky bud pfimo, nebo ovliviuji syntézu
Zldzou s vnini sekreci je hypofyza (podsek mozkovy), kterdgsobenim svych
hormorii ovliviiuje sekreci vdech endokrinnich ZI&Zinnost hypofyzy jefizena
hypothalamem gast mezimozku). Syntéza a sekrece vesSkerych hdrmawisi na
riznych typech z§tnych vazeb. Jakoriklad Ize uvéstizeni sekrece kortikosterdid
(hormony kiry nadledvin) (Obr. 1), které reguluji metabolisncukn a tuki [2].

— hypothalamus

l CRH (spousici hormon kortikotropinu)

—» hypofyza

Inhibice
(zpstna vazba)

l adrenokortikotropin

kira nadledvin

l kortikosteroidy

metabolismus
cukra a tuka

Obr. 1: Rizeni sekrece hormor2].

Hormony misobi na zakladl interakce se specifickym receptorem,
vyskytujicim se na povrchu cilovych kikn Jejich spojenim vznikne komplex
hormon-receptor a spusti se jeden ze dvou prim@rmiechanisrn pisobeni
hormoni [2].

Prvni cesta f{sobeni hormonu je zaloZzena na aktivaci enzymu
adenylatcyklazy. Hormon (prvni posel) se vaze rezmphtickou membranu biay
a aktivuje enzym adenylatcyklazu. Tento enzymevpdi adenosintrifosfat (ATP) na
cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP), kteryagobi jako druhy posel. cAMP pak

-18 -



Teoretickasast

zprostedkovavd metabolické ¢inky mnoha hormoin Takto pmisobi napiklad
katecholaminy. Tento mechanismus zaja rychly nastup &inku hormori [2,6].
Druhym mechanismem je selektivni ovlém genové transkripce. Komplex
hormon-receptor se vaze na specifickou oblast DNRE = hormon — responsivni
element) a aktivuje nebo blokuje specifické genymtd je ovlivrena genova
transkripce DNA do mRNA, ktera je naslédpreloZzena do sekvence aminokyselin.
Tak vznikaji specifické proteiny, které owulivji metabolické procesy. Tento

mechanismus je pomalejSi nez aktivace adenylatzyK56].

-19 -



Teoretickasast

2.1.4 Steroidni hormony

Steroidni hormony jsou lipofilni latky, které jsoa vodt rozpustné pouze ve
form¢ esteti s kyselinou sirovoui ve forme glukuronidh nebo glykosid.

Do této skupiny pat hormony pohlavni (gonadotropiny), a to Zenskeé
(estrogeny a gastageny) produkovanievpzrié folikuly vajecniki a muzské
(androgeny) produkované varlaty. Dale semiipabrmony produkované tikou
nadledvin (kortikosteroidy) [4].

Steroidni hormony jsou odvozeny od cholesterolu r(OB) a maji
cyklopentano-perhydrofenanthrenovou strukturu éstgef4,5].

HiC

Obr. 2: Molekula cholesterolu - strukturni vzorec.

Sumarni vzorec cholesterolu jg;840 a molekulova hmotnost je 386.654 g/mol.

2.1.4.1 Biosyntéza steroidnich horman

Biosyntéza steroidnich hormbnzaina v mitochondriich od&benim
isokaproaldehydu (C6) z molekuly cholesterolu. Zatakyzy mitochondrialniho
enzymu Cytochrom P450 vznikd pregnenolon, ktery pjeekurzorem vSech
steroidnich hormai(krome kalcitriolu) [5].

Pregnenolon je zacasti enzyndi dale gengnovan v endoplazmatickém

retikulu ¢i v mitochondriich na steroidni hormony a jejiclekurzory (Obr. 3).

-20 -
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HzC CHs

CHa

ezeuabolpAyapploia1SAX0IpAY-g-

HO g 17-0-hydroxy- 17-a-hydroxy-

pregnenolon ‘ progesteron
17, 20-lyaza 17, 20-lyaza 0

dehydroepiandr

steron (DHEA) androstendio

17-hydroxysteroid

174-h teroi
#-hydroxysteroid dehydrogenaza

dehydrogenaza

ezeuabolpAyapploia1SAX0IpAY-g-

testosteron

Obr. 3: Biosyntéza steroidnich hormof{8].
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Teoretickasast

2.1.4.2 Odbouravani steroidnich hormoii

Steranovy skelet je velmi stabilni a Ize je}pst jen velmi obtizy. Proto
dochéazi v jatrech nebo v ledvinach k inaktivacir@ti#i redukci ketoskupin na
hydroxyly (hydrogenaci dvojné vazby) a nasledujenjkgace s kyselinou
glukoronovouti s kyselinou sirovou. Vzniklé konjugaty jsou roszmeé ve vodném
prostedi a mohou se tak &a vylucovat ma@i (70%), stolici a &zi. Metabolity

steroidnich hormahlze stanovovat a vyuZzit je tak k diagnostice [9, 11].

2.1.4.3 Rozdleni steroidnich hormoni [3]

Steroidni hormony Ize&tlt podle tiznych kritérii (podle chemické struktury,
mista tvorby, biologické funkce nebo biochemickéfektu). Nefastji se dili na:
- pohlavni hormony
estrogeny (Zzenské hormony produkované folikuly &raijer)
- estradiol
androgeny (hormony produkované muzskymi pohlavnimi
Zlazami)
- testosteron
gestageny (Zzenské hormony produkované ZzZlutyitiskem
Graafova folikulu)
— progesteron
- nadledvinové hormony — kortikosteroidy
glukokortikoidy
— kortison
— kortikosteron
mineralokortikoidy

— aldosteron

-22 -



Teoretickasast

2.1.4.4 Kortikosteroidy

Kortikosteroidy, nazyvané téz zkragemvsak nesprawnkortikoidy, jsou
biologicky aktivni latky tvéené Kirou nadledvin. Zakladem jejich struktury je
molekula cholesterolu se svou cyklopentano-pertfgdianthrenovou strukturou
(Obr. 2) [4].

Mezi kortikosteroidy pét:

mineralokortikoidy

glukokortikoidy

a) Mineralokortikoidy

zasahuji do metabolismu vody a elektrd)yidi jejich transport a rovnovahu.
NejvyznamijSim zastupcem této skupiny je aldosteron, kterySaje resorpci
sodiku a chloridl a snizuji jejich vyldovani. V organismu je extracelularni Na
smenovan za intracelularni ¥ ¢imz je udrzovana spravna izotonie. DalSimi

hormony paticimi mezi mineralokortikoidy jsou deoxykorton artexolon [3, 4].

b)  Glukokortikoidy

reguluji gredevSim metabolismus cukrtuki a bilkovin. Mensi rrou se
Gcastni na regulaci vody a elektralytzaroveés maji katabolicky tinek. Aktivuji
glukoneogenezi z bilkovin a ttka zvySuji ukladani glykogenu v jatrech. Do této
kary nadledvin kortison a hydrokortison (kortisol).oison vykazuje zn@é
protizaretlivé a antirevmatické dinky, diky cemuz se z@ml vyuZivat ve
zdravotnictvi. Glukokortikoidy vSak maji i n#pnivé (Einky na organismus, nap
imunosupresivni. Oslabuji tak reakce imunitnihaéysl na infekni podréty. Toho
lze ale doke vyuzit k potldeni imunitnich reakci ip transplantacich [3,4].
Synteticky gipravenym glukokortikoidem je prednisolon a jehatinyéovany derivat

methylprednisolon.
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2.1.4.5 Prednisolon

Chemicky nazev prednisolonu je817,21-trihydroxy-1,4-pregnadien-3,20-
dion (Obr. 4). Jedna se o bilou krystalickou ladeusumarnim vzorcem,{H,sOs
a molekulovou hmotnosti 360,45 g.iolPrednisolon je rozpustny v alkoholu
a dioxanu, Spatnrozpustny v etheru, chloroformu a v dichlormethamuéngt
nerozpustny ve vad[3, 12].

Prednisolon je kortikosteroidnidiga latka s pevazré glukokortikoidnimi ale
i mineralokortikoidnimi dinky. Vaze se na specifické intracelularni receptdimz
dojde k aktivaci nebo pottani odpovidajici reakce. Je vhodny preblé Siroké Skaly
zaretlivych a autoimunitnich onemoéni, jako jsou nafiklad astma, revmatoidni
artritida, ulcerdzni kolitida a Crohnova chorobaztrouSena skler6za a systémovy
lupus erythematodes (SLE). Dale byva pouzivan lageni imunitni odpogdi pri
transplantacich nebo wipadech nedostateé funkce kry nadledvin (Addisonova
choroba). Prednisolon je také vyznamnii [gcbé¢ leukémie a tznych druli
lymfomu. MazZe byt pouzit i k substitini 1&b¢ pacient, jejichZ nadledviny nejsou
schopny produkovat dostédte® mnozstvi kortikosteroid[14].

Prednisolon mé& na organismus také nezadatinky) které jsou zavislé na
davce, délce a frekvenci podavani. Dlouhodobébdé vysokymi davkami
prednisolonu mize mit za nasledek retenci tekutin, snizeni hmdtnasyseni
krevniho tlaku, ztratu drasliku, bolesti hlavy, lsvau slabost a otoky. DalSimi
Skodlivymi Einky jsou fist vlagi na tvéi, ztertovani cév a snadna tvorba niiodna
kazi, glaukom, katarakta, peptickétedy, zhorSeni cukrovky, nepravidelna

menstruace, retardaaistu u éti, kiece a psychické poruchy [14].

Obr. 4: Strukturni vzorec prednisolonu.
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2.1.4.6 Stanoveni steroidnich latek

Stanoveni steroidnich latek nebylo jednoduché poi poznani jejich
chemické struktury. Proto byly stanovovany nejpiegich metabolity v moi.
Vysokou separai (&innost zaznamenaly chromatografické metody, zjgngla
chromatografie. K detekci se vSak vyuZivalyregevSim optické metody
(spektrofotometrie ve VIS a UV oblasti, fluorimedyic¢i ionizatni techniky (nap
detekce pomoci elektronového zachytu nebo plamemagni detekce), coz
znamenalo nizsi citlivost. V poslednich 50 letedaks dosSlo k velkému pokroku
a rozvoji novych metod [15].

Vyznamnou metodou se naepmu 50. a 60. let stala imunoanalyza

stanoveni steroidnich hormibrv séru ¢i v plasné na zaklad reakci s vysoce
specifickymi protilatkami. S vyvojem metodtifla radioimunoanalyza za vyuZziti
izotopového zngeni slodenin pedevdim *C a ?H. Pozdji byla vyvinuta

I neizotopova imunoanalyza. Né&jangjSi se stalo vyuziti kompetitivni analyzy, kdy
znaeny analyt sowfi se znamym mnozstvim standardni latky o vazebisiam
protilatky. VyuZzivany jsou tzné zpisoby zndeni a jsou zaznamenavangzmé
fyzikdIni  veliciny —  radioaktivita, fluorescence, enzymova akéyit
chemiluminiscence. Poté je zpracovana katibrazavislost odezvy detektoru na
koncentraci analytu [15]. Imunoeseje posunuly metekbvatelnosti az o¢kolik
fadi oproti klasickym spektralnim a pagdi chromatografickym metodam. To
umoznilo néfeni prakticky vSech hormonalnich stefoia biologicky vyznamnych
metabolifi. Vznikl tak &inny néstroj pro diagnostiku endokrinopatii,agpbenych
poruchou tvorby a metabolismu sterin{d5].

V 60. letech se zalo vyuzZivat chromatografickych metodiedevsim
plynové chromatografie. Hlavni vyhodou je jejich soka separtmi &innost
a variabilita v pouZiti ionizaich a deteénich technik. Velmi vyznamnou metodou
se pozdiji stala kapalinova chromatografie a kapalinovaoamatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii, ktetasto slouzi jako referéni metoda pro ostatni
metody [15].

Velice vyznamnym oborem se stala molekularni bielog genetika, ktera

v 80. a 90. letech 20. stoleti vstoupila do endakagie. Poznanim lidského genomu
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véetnd geri, které koduji enzymy steroidniho metabolismu, aitierich receptdr
a dalSich signalnich molekul, byly odhalenyilakité souvislosti steroidnich
enzymopatii a receptorovych poruch [45].

Stanovovat steroidni hormony jako takové lze implazng, ve vlasecki
v jaterni tkani nebo mohou byt stanovovany jejicktabolity, které se vytwji

prevazre maci jako glukuronidy, sulfaty a nekonjugované sieniny.
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2.2 ENZYMY

Enzymy jsou biokatalyzatory bilkovinné povahy pefiéi se na regulaci
fyziologickych proces v organismu tak, aby byla udrzena homeostaza [6].

V lidském organismu, i v té nejjednodussibe, je pes 3000 enzyf Jsou
netoxickeé a jejich ginek Ize snadno regulovat. Enzymatické reakce pajbrychleji
nez s jinymi chemickymi katalyzatory a mnohem rggihheZ reakce probihajici bez
katalyzatoh a to i za mirnych @tSinou tlesnych) podminek ip teplot kolem
37 °C, za atmosférického tlaku 0,1 MPrangeutralnim pH. Tyto reakce jsou vysoce
specifické, protoZze enzym katalyzuje pouze jedminfu reakci a tvid specifické
produkty. Enzymové reakce maji malokdy vedlejStpkdy [6, 16, 17].

Kazda molekula enzymu ma na 8ohisto, které je pro jeho reakci nezbytné.
Toto misto se nazyva aktivni centrum enzymu, daékie se vaze molekula
substratu. Bkteré enzymy paebuji ke sv&innosti krong substratu i dalSi molekulu
zvanou kofaktor nebo koenzym. Je jim termostalpiinkomolekularni nebilkovinna
cast, ktera je pro aktivitudkterych enzym nepostradatelna. Kofaktor se nachazi
v aktivnim centru enzymu attie jim byt nafiklad kovovy ion ZA". Organick&sast
molekuly je koenzym, na&jklad NAD'. Nekteré koenzymy jsou s molekulou
enzymu spojenyiechodr nekovalentni vazbou aipobi tak jako jeden ze substrat
Stabilni kovalentni vazbou jsou vazany jiné kofakt@ prostetické skupiny.

Spojenim kofaktoru s neaktivnim proteinem zvanynoesmzym, vznika

katalyticky aktivni komplex enzym-kofaktor, kterg sazyva holoenzym.
apoenzym (neaktivni) + kofakter holoenzym (aktivni)

Casto je slozkou koenzymu vitamin. B&§gji jsou to derivaty vitamii
skupiny B. Nkteré organismy je neumi syntetizovat a proto jesimgtijimat
potravou. B nedostaténém gijmu téchto vitamim maZe dojit k poklesu aktivity
enzymu [6, 17, 18].

Enzym se aktivépodili na pemené substratu na produkt. Nejprve je substrat
vazan v aktivnim centru. Vznikne tak komplex enzsmstrat, ktery jeiignmenén na
komplex enzym-produkt. Ten se rogdta enzym se uvolni v nezmnéné podob
(Obr.5) [18].
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enzym substrat komplex enzym produkty
enzym-substrat

Obr. 5: Schéma enzymoveé reakce

2.2.1 Klasifikace enzynd podle typu reakce[17, 19]

» oxidoreduktazy — katalyzuji oxidané-redukini reakcecasto s kofaktorem
NAD*, nag. dehydrogenazy v citratovém cyklu

» transferazy — prenaseji funé&ni skupiny (napp amino-, methyl-, acetyl- nebo
fosfatovou skupinu)

* hydrolazy — katalyzuji hydrolytické 8peni chemickych vazeb (zaasti
molekuly vody)

» lyadzy — S€pi chemické vazby jinak nez hydrolyticky a elimindgnkeni
skupiny za vzniku dvojnych vazeb

» isomerdzy — katalyzuji isomerizai reakce a umdadiji vnitini prestavbu
molekuly

* ligazy — umoauji slwwovani molekul a tvorbu vazeb spojenou s hydrolyzou
ATP

2.2.2 Regulace enzymové aktivity

Enzymové aktivita je regulovandgalevSsim mnoZstvim enzymu. To sénin
podle rychlosti syntézyi odbouravani bitkou, ktera se ifzpisobuje danym
Zivotnim podminkam.

Katalyticka aktivita enzymu je zavisla také naukturnich a konforménich
zmeénach. Rychlost reakce jefimo unerna koncentraci komplexu enzym-substrat,
kterd se mani v zavislosti na koncentraci substratu a na @fisubstratu k enzymu
[17].
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Rychlost enzymovych reakci dale zavisi na koncensabstratu, fyzikalkk
chemickych vlastnostech (teplota a pH)rsiqmnosti aktivatai ¢i inhibitora.

Jednotkou mnoZstvi enzymu jeatal a udava katalytickou koncentraci
enzymu. Je to takové mnoZzstvi enzymu, které katgygremenu 1 molu substratu
za 1 s za definovanych podminek (teplota, ptitppnost aktivatar, aplné nasyceni
molekul enzymu substratem) [18].

Rychlost enzymové reakce popisuje tzv. Michaelisdwanstanta ()

a vyjaduje ji rovnice Michaelise a Mentenoveé:

Upax Cs

j— max”*

KM +CS

(1)

Uy

Michaelisova konstanta ¢ charakterizuje katalytické vlastnosti enzymu
pro danou reakci. Je zavisla na mnozstvi enzymwzsiai substratu a na reskm
prostedi (pH, teplota, fitomnost efektar) [18]. Je to takova koncentrace substratu,

pii niz probiha enzymova reakce rychlosti, kteréosad polovig maximalni mozné

-1 -6
rychlosti may. Hodnoty K, se pohybuji mezi 10az 10 mol/l a¢im mensi je kg,

tim rychleji je substratijgmenovan na produkt [18, 19].

Ky —_— s

Obr. 6: Satura’ni kfivka. Zavislost péatecni rychlosti enzymoveé reakce na

koncentraci substratu za konstantni koncentracgranf20].
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2.2.3 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Vypocet kinetickych paramaeirrovnice Michaelise a Mentenoy, a vmax
lze provadt metodou p&atenich reaknich rychlosti nebo z integralnich dat.
Nejcasgji se pouzivA metoda patenich reaknich rychlosti s vyuzitim
vyhodnoceni nelinearni regresi a linearizovanyclanitv rovnice Michaelise

a Mentenové [20].
2.2.3.1 Vyhodnoceni experimentalnich dat nelinearni regresi

Do grafu je vynesena zavislostgaseni rychlosti reakce, na koncentraci
substratucs (konjugatu PEG-prednisolon). Ziskana data jsouopema kivkou,
kterou vyjadiuje rovnice Michaelise a Mentenové (2). Ztéto iognlze ziskat
hodnotu Michaelisovy konstanks, a maximalni rychlosti rovnicenax[20].
- Unmax Cs

Ky *Cs

)

Yo

2.2.3.2Vyhodnoceni experimentalnich dat linearizaci rovnie Michaelise

a Mentenové

a) Podle Lineweavera a Burka- do grafu je vynaSena zavislostgliia 1£s.
Je ziskanaifimka, jejiz smirnice jeKp/vmax USek na svislé ose je rovemdd a usek
na vodorovné ose hodrotl/Ky [20].

11 Kt (3)
Uy Unsx Unax Cs

max max

b) Podle Eadiea- z linearni zavislostio navg/cs je ziskandy jako snérnice

avmaxjako Usek na svislé ose (Usek na vodorovné asg.km) [20].

UO = Umax - KM |jJ_0 (4)
CS
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c) Podle Hanese- pomer cJug je linearni funkci koncentrace. Usek na
svislé ose je roven pafu Ky/omax Usek na vodorovné ose hodheKy a snérnice
j& Lhmax [20].

c. _ K 1

) 5)
Us U U

max max

2.2.4 Vyznam enzyni v medicing

Zvysené nebo snizené hodnoty koncentrace emzymhou ukazovat na
uréith onemocani, proto se stanovuji hladinykterych enzym. Nap. zvySena
katalytickd koncentrace enzymu alaninaminotrangfer@dLT) je prvni znamkou
akutni hepatitidy. Aspartataminotransferazu (ASTodpkuji buiky jaterni tkas
i srde&niho svalu a kosterniho svalstva a jeho zvySenalyetké koncentrace
mohou poukazovat na poSkozeni jaternich ¢kuma infarkt myokardu nebo
onemocgni kosternich sval[19].

V klinické biochemii maji enzymy veliky vyznam pravou substratovou
a reakni specifitu a mirné podminky reakci. Proto je jishjné vyuzivano ke
stanoveni &kterych latek, jako je n@pglukdza, moéovina nebo kyselina néova.
Nekteré enzymy (alkalickd fosfataza — ALP a peroxaédé®) jsou také pouzivany
jako selekni znaky pro imunochemické metody — ELISA [19].

Enzymy je také mozno vyuzivat pro enzymovou teérajsou aplikovany
nag. pri 1écbé infarktu myokardu, aby rozpou$t tromby na cévnich &hach,
proteazy se podili nasteéni ran po chirurgickych zakrocich, atd. Velky vyenanaji
enzymy podéavané v gastroenterolodiigioruchach traveni [19].
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2.2.5 Jaterni esterdaza EC 3.1.1.1

Pati do skupiny hydroldz, které katalyzuji¢@éni esterovych, etherovych
nebo amidovych vazeb. Esterazy seli dna arylesterazy, karboxyesterazy,
acetylesterazy a cholinesterazy [21]. Gape@ se systematickym nazvem
karboxylesteraza a katalyzuje reakci: ester karloméykyseliny + voda = alkohol
a karboxylova kyselina [22].

Jaterni praseé esteraza (PLE — Pig Liver Esterase) je pépoedobrd
nejdilezitéjSi karboxylesterazou pouzivanoti prganickych syntézach a daptji
katalyzuje syntézy opticky aktivnich skmnin. Nicmés pii pouziti komeénich PLE
piipravenych extrakci z pradeh jater je reprodukovatelnost komplikovana
piitomnosti f@znych izoenzym (o-, B- a y-PLE). Tyto izoenzymy se lisi
izoelektrickym bodem, molekulovou hmotnosti, ctisti vici inhibitoram a hlave

substratovou specifitou [23].
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2.3 POLY(ETHYLENGLYKOLY) (PEGY)

2.3.1 Fyzikalné chemické vlastnosti

Poly(ethylenglykol) je polymer s obecnym vzorcef©O&H,CH,),OH, kden
je ¢islo wtSi nebo rovno 4. Molekulovd hmotnost se pohybbjeykle v rozmezi od
200 do 40 000 g-mdla je zavisla na. PEGy o molekulové hmotnosti 200 —
600 g-mof jsou &iré hygroskopické viskézni kapaliny, nad 1000 gth¢gou to
vosky a od 5000 g-midlide o bily prasek [24, 25].

PEGy jsou dofe rozpustné ve v@éda organickych rozpou&tlech, nap
v ethanolu. Ochoth se rozpousti vroztocich aromatickych uhlovddiknag.

benzenu, pouze nepairse rozpousti v diethyletheru [24, 25].
2.3.2 Stabilita a toxicita

P skladovani PEGy nehydrolyzuji, nekazi se ani aégwaji plisnim. Jsou
to sloweniny s nizkou toxicitou [26, 27]. VySSi toxicituykazuji monomery
ethylenglykolu a diethylenglykolu. Samy o gohejsou piliS toxické, zmisobuji
opilstvi a mirné Zaludai problémy, avSak jejich odbouravanim v organismu
vznikaji toxické produkty (glykolaldehyd, kyselirdykolovd, kyselina glyoxalova
a kyselina Bavelova), které vyvolavaji vznik metabolické acigozelhani ledvin az
smrt. Klinické studie prokazaly, Ze diethylenglyko& kancerogennicinky [28]. Se
vzrastajicim pdétem ethoxylovanych jednotek toxicita P&Cklesa. Polymery
s molekulovou hmotnosti nad 400 g-thgdou netoxické a pouzivaji se jako aditiva
v potravinach a lécich. | v testech genotoxicitypséy(ethylenglykol) prokazal jako
negativni jakin vivo na bakterialnim kmen8almonella typhimuriumtakin vitro na
lidskych fibroblastech [24].
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2.3.3 Modifikace PEGem

Vyzkum PEG z&al v roce 1977 zjighim, Ze po fipojeni PEGu na sérovy
howzi albumin (BSA — Bovine Serum Albumine), dojde kaneéné jeho
imunologickych vlastnosti [29] Navdzanim PEGu na protirakovinny enzym
L-asparginazu mikroorganizmischerichia colivznika PEG-L-asparginaza, ktera
nevykazuje oproti fvodnimu imunogenicitu. Tato latka byla dale klinickyvijena
a nyni je prodavana spétesti Enzon pod obchodnim nazvem Oncdspar
polocasu Zivota proteiln coz vede k zvySovani hladin proteim plazn€. Toto lze
zdavodnit zvySovanim molekulové hmotnosti konjugéilkovin s PEGy. To ma za
nésledek sniZzeni vydovani tchto proteid glomerularni filtraci v ledvinach. DalSim
faktorem je vazba PEGna proteolytické enzymy odbouravajici proteinylazme.
VétSina konjugat PEGi (o vysokych i nizkych molekulovych hmotnostech)aby
syntetizovana z linearnich polynieMNowji jsou gipravovany i konjugaty s PEGy

s roz¥tvenou strukturou poskytujici Siroké moznosti ppostého uspiadani [30].

2.3.4 Farmakokinetické vlastnosti PEGu

Ve farmaceutickém gmyslu se vyuziva konjugdPEG s I&ivy hlavreé pro
jejich dobrou rozpustnost ve vodném predf. Provagi se nové pokusy s cilem
zvysSit rozpustnost konjugatve vod a zlepSit zpsob distribuce k&v v organismu.
Samotna molekula pral&a (PEG-I€ivo) je v organismu biologicky neaktivni. Je
proto nutné chemické nebo enzymatickgpéni, aby doslo k aktivacidi&a [30].

PEG naSel vyuZziti voblasti polymernich rasi l&Civ, jelikoz je
biokompatibilni, netoxicky a ddb rozpustny ve vodném proésti. Farmaceutické
aplikace PEGu &tSinou spoivaji ve zvySeni rozpustnosti ¢iga, doby jeho
cirkulace, bezpmosti a zvySovani hladiny protéinv mekkych tkanich za
sowasného snizeni imunogenicity a rychlosti ¥gani ledvinami. Samotny PEG
neni schopny rozkladu v Zivych organismech a p@pogk rychle vyldovan.

Tradiéni prol&iva jsou navrZzena tak, aby dochézelo k rychlémdianému

enzymatickému od§peni I€iva z konjugatu nebo prévnaopak, aby dochazelo
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k pozvolnémuiizenému uvalovani I€iva z vazby na PEG a mohla tak byt
udrZzovana terapeutickd hladinacil@ v plazng, aniz by byla tato hladina pro
organismus toxicka [31].

Obrazek 7 znazauje schéma polymerniho nosj na kterém je ipes
biologicky rozlozitelnou spojku (spacer) navazaéivb. Spojka nize byt tvdena
4 - 5 aminokyselinami (AMK). Jejich sekvence je irgma podle paebného
acinku — rychlé uvolsni |&iva z vazby na polymerni ndsi¢i jeho pozvolné
uvolovani [32]. Spojeni polymerniho nosis I€ivem mize byt také realizovano
estery karboxylovych kyselin. Hydrolytickyt enzymatickym &fpenim esterovych
vazeb je l&ivo uvolrtno a stava se tak aktivnim. DalSi fdnk jednotkou je

zacilovaci skupina, kterd ma za ukol navést korjugalové tkani [33].

Nosny polymer Lécivo

\ 2“7

Biologicky

rozlozitelna g

spojka . .

PO) Zacilovaci
skupina

Obr. 7: Schéma polymerniho konjugéatu priié [33].
2.3.5 DalSi vyuziti PEGi
Krom¢ farmaceutického vyuziti maji PEGy uplatn také jako textilni
vlakna, ve vod rozpustna mazadla, obaly na potraviny, leStidigkyl pro vyrobu

vlasovych a kosmetickychripravki, detergenty, antistatickéinidla, katalyzatory,

elektrolyty, rozpoug&dlaci v keramickém pimyslu [24, 25].
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2.4 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA
CHROMATOGRAFIE

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Perfance Liquid
Chromatography) je fyzikatachemicka sepatai metoda, zaloZzena na distribuci
slozek vzorku mezi dvrazné navzajem nemisitelné faze. Jedna faze je mobiln
(pohyblivd), druha stacionarni (nepohyblivd) fa24,[35].

Separace probiha v kolankde se jako stacionarni faze vyuziva sorbent
v pevném skupenstvi a jako mobilni faze je zde kagpa- eluent. VSe pracuje za
zvySeneho tlaku. Rozdilné analyty se s rozdilnanitati vaZzou ke stacionarni fazi,
jinak se zadrzuji a zpdaiji, a tak dochazi k roztbvani slozek analytu mezi
stacionarni a mobilni fazi.

Riazné sorbenty zadrzuji slozky analytu na zakladznych interakci:
hydrofobni interakce (van der Waalsovy sily), iatere dipol-dipdl, vodikové vazby
Ci elektrostaticka interakce [34]fiFpostupu kolonou se slozky zadrZuji na sorbentu
a k detektoru dojdou vaznych retetinich¢asech.

2.4.1 Instrumentace ve vysokotinné kapalinové chromatografii

Vysokotlakymcerpadlem je ze zasobnikerpana mobilni faze. Ta protéka
pies za@izeni pro davkovani vzoikdo chromatografické kolony a dale k dektoru. Za
detektorem je umi&ho zaznamenavaci a vyhodnocujidiizeni (nefasgji pocitag).
Kolonu je vhodné temperovat na konstantni teplai IppSi reprodukovatelnost.
vznika gradient mobilni faze umidjici eluci staso¥ programovanym slozenim.
Dale je mozno pouzit dagitovych filtra ¢i predkolon, z&zeni pro odplyovani
mobilni faze, ventily pro igpojovani gkolika chromatografickych kolonéhem

separace a vice detekidazenych za sebou (Obr. 8) [36].
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davkovaci ventil

vysokotlaké @)

cerpadlo

kolona

zasobnik mobilni faze

wyhodnocovaci zafizeni detektor

Obr. 8: Obecné schéma HPLC systéjad].

2.4.1.1 Kolony pro HPLC

Separani kolony v HPLC (Obr. 9) jsou rovné trubice s tHgwoh vnitinim
povrchem, které jsou zhotovené z materialu, kterpgolny wc¢i vysokému tlaku
a chemickému jsobeni mobilnich fazi. Rozfry kolon zavisi na &elu, ke kterému
maji byt pouZzity, a zarowena velikosti¢astic napls. Vnittni pramér kolony byva
negastji 2 — 4 mm a délka kolony 50 — 300 mm [36].
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Obr. 9: Ukazka kolon pouZzivanych v kapalinové chromatoigii2ai.

Kolony jsou naplany stacionarni fazi, n&sgji oxidem kKemititym
o vhodné zrnitosti, ktery je modifikovan navdzamimodnych funknich skupin.
Podle polarity stacionarni faze, rozeznavame naridlPLC (NP-HPLC) a reverzni
HPLC (RP-HPLC). U NP-HPLC je pouZzita stacionarrdefgpolargjsi nez mobilni
faze a u RP-HPLC je tomu naopak. Stacionarni fagzembyt i granulovany
iontonmeni¢. V takovém pipact se jedna o iontawyménnou chromatografii (IEC —
lon Exchange Chromatography). PouZitim mikropor&zngorbent Ize ziskat

gelovou permemi chromatografii [39, 40].
2.4.1.2 Stacionarni faze v HPLC

Stacionarni faze je tvena mikr@asticemi silikagelu (3-1@m), na kterych
byva navazana vlastni stacionarni faze. Tidarbyt tvdena nepolarnimi uhlovodiky

(C8 — oktan, C18 — oktadekan) nebo poigimi uhlovodiky s fun&ni skupinou
(nag. -CN a pod) [40].
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2.4.1.3 Mobilni faze v HPLC s obracenymi fazemi

Mobilnimi fazemi v HPLC s obracenymi fazemi mohogt tsoda, methanol,
acetonitril a jejich swsi v miznych vzajemnych poénech, pufry a dalSi. Zasobriik
s tiznymi mobilnimi fazemi mZe byt vice a je mozné je spolu automaticky misit

v predem zvoleném pogru [40].

2.4.1.4 Detektory

V HPLC pouzivame tuzné detektory liSici se principem, konstrukci,
selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearndlynamickym rozsahem. Negjsgji
se pouzivaspektrofotometricky detektopro UV-VIS, ktery pracuje v rozmezi
vinovych délek 200 — 700 nm [39]. Dale je mozno Aiydluorimetricky detektqr
refraktometricky detektor[36] ¢i elektrochemické detektqrymezi €z pati
vodivostni detektora amperometricky detekto{39]. Asi nejvyznamgjSim
detektorem je dnedimotnostni detektorktery umoiuje pimou identifikaci
separovanych latek na zaktadziskanych hmotnostnich spekter. Zakladem je
pievedeni analytu na kladn& zaporné ionty (ionizace), které jsou naskedn
pievedeny do plynného skupenstvigedy v elektrickém a magnetickém poli podle

svych efektivnich hmotnosti m/z. lonty jsou detekoy elektronovymi nasodi

ViV s

2.4.2 Spojeni vysokoginné chromatografie a ultrafialové

spektrometrie

Spojeni HPLC/UV poskytuje ménnformaci o struktte analyzované latky
nez nap. HPLC/MS, gesto je oblibenou, citlivou a technicky miénaranou
metodou. Realizovat Ize pomoci spektrofotometrickétietektoru opaéného
monochromatorem pro snimani spektér zastaveném gtoku mobilni faze nebo
pomoci spektrofotometrického detektoru typu phaiddiarray, ktery poskytuje
okamzita spektra bez nutnosti zastaveni toku [36].
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2.5 SPEKTROMETRIE V ULTRAFIALOVE
A VIDITELNE OBLASTI

Spektrometrie v UV oblasti & absorgni spektra molekul v blizké UV
(Ultra Violet) casti spektra o vinovych délkach 200 — 400 nm. ¥idé zéeni je
zaznamenavano v oblasti vinovych délek 400 — 80041mn42].

Pri prachodu elektromagnetického teai vzorkem dochazi kechodu
valertnich elektrod ze zakladnich energetickych hladin do hladin exeihych za
sowasné zmany vibratni a rot&ni hladiny [42].

Pro neteni v UV a VIS spektrometrii jsou vhodné steuniny sn elektrony
a nevazebnymi elektronovymi péary. Proto zde lépsodiuji latky s dvojnymi
vazbami. Konjugaci dvojnych vazeb, ktera je vyznamap. u aromat, se absorpce
z&eni posouva k vyssim vinovym délkam [41,.42]

P¥i kvantitativnim stanoveni se gaptji vyuziva metody kalibréni kiivky,
mére ¢asto metoda standardnihdgidavku. Nejvhod®si je pouZit lineérnicast
kalibraéni kiivky. K vypoétu koncentrace analytu ve vzorku se vyuzZiva Lambert
Beerova zéakona:

A=¢lcll (6)

kde A je absorbance| je tlou§’ka absorbujici vrstvy [cm]c je koncentrace
absorbujici slozky [molf] a¢ je molarni absokmi koeficient [l.mof'.cmY].

Elektronové spektrum sestdinou zapisuje jako zavislost absorbance nebo
log ¢ na vinoveé délcé [41, 43].

V kvalitativni analyze neni UV — VIS spektrometr@iliS vyznamnou
metodou. K identifikaci latek Ize vyuZit knihovnypekter ve spojeni s jinymi
identifikaénimi metodami (IR, NMR, MS). Metodu Ize pouzit Risbvenicistoty
organickych slotenin [43, 44].

Pro nefeni je nutno pouzivat rozpot8ta, kterd neabsorbuji v U¥i VIS
oblasti, aby nedochazelo k interferencim. TakovyoeEpoustdly jsou napiklad
hexan, methanoti ethanol. Kyvety jsou zhotoveny zidmene, jelikoz sklo UV
z&eni nepropousti. K étieni ve viditelné oblasti se jiz skkaré kyvety pouZzivat

mohou.
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2.5.1 Instrumentace v UV — VIS spektrometrii

2.5.1.1 Detektory pro UV — VIS spektrometrii

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na gipin absorpce zani
v oblasti vinovych délek od 190 do 800 nm.

Detektory s fixni vinovou délkou— negastji 253,7 nm. Jako zdroje &ni
vyuzivaji nizkotlakou rttovou vybojku. Detektory se konstruuji jako dvoupsioné
a mefi se rozdil absorbance mezémou a srovnavaci celou.

Detektory s ménitelnou vinovou délkou — pracuji pi predem definované

Detektory s programovatelnou vinovou délkou —detektory obsahuji
monochromator a vinovou délku Ize libovélnastavovat v rozmezi 190 — 700 nm.
Lze ji menit i béhem analyzy. Bkteré detektory umaidiji metit pii dvou azctyiech
vinovych délkach zarove

Detektory diodoveého pole (photodiode-array, PDA, DB®) — snimaji celé
spektrum bez fgruSeni chromatografické separaceieBé zdroje se po pchodu
meérnou celou spektraénrozklada holografickou fivkou (Obr. 10). Ve spolupraci
S paitatem umoauji tyto detektory pracovat v celém rozsahu vindvielek UV -
VIS oblasti. Lze porovnavat snimana spektra s kmbhmi spekter a vypdtat
¢iselnou hodnotu piku — identifikace latek [36, 43].

.
= 03

7

Obr. 10: Schéma detektoru s diodovym po[é8].
1 — zdroj zé&eni, 2 — &frbina, 3 —c¢ocka, 4 — clona, 5 — énna cela detektoru,

6 — holograficka mizka, 7 - systém fotodiod
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3.1

3.2

3.3

Pouzité chemikalie

methanol CHROMASOLY pro gradientovou eluci, Sigma—Aldrich
(Steinheim, Nmecko)

acetonitril, Multisolverit, Scharlau Chemie S.A. (Barcelona, Sfisko)
fosfatovy pufr 0,1M, pH 7,4

enzym — jaterni praseesteraza, Sigma—Aldrich (Steinheingnmecko)
Pouzity standard
Prednisolorr 99%, Sigma—Aldrich (Steinheim,éihecko)

Pouzité konjugaty

Jako polymerni no&ibyl pouzit jednoramenny methoxypoly(ethylenglykol)

(MPEG) o molekulové hmotnosti 5000 g-thola &tyframenny  Star
poly(ethylenglykol) (SPEG) o molekulové hmotno€iDR0 g-mof(Obr. 11).

H—O ) ) O—H
Obr. 11: Star poly(ethylenglykol) (SPEG).
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» Konjugéat €. 1: sukcinat 5000, PDN-S-mPEG

» Konjugét €. 2: sukcinat 20000: PDNY-S-sPEG

MH

* Konjugat ¢. 3: glutarat 20000; PDN-G-sPEG
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» Konjugét ¢. 4: adipat 20000; PDN-A-sPEG

MH

* Konjugat €. 5: ftalat 20000: PDN-F-sPEG

3.4 Pouzité fFistroje

3.4.1 HPLC/UV

Uspdadani pro HPLC (Obr. 12) je od spitesti Shimadzu (Tokio,
Japonsko) a sklada seczlitocasti:

dvé vysokotlaké pumpy LC — 10Ap

odplyihovat mobilni faze DGU — 14A

fidici jednotka SCL — 104

spektrofotometricky UV detektor s diodovym polemCsPM10Ap
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Obr. 12: Sestava HPL@46].

Vlastni separace probihala na kaldiChroCART® (Obr. 13) 125 x 4 mm
s naplni LiChrosph&r100 RP — 18e fim, Merck (Darmstadt, &necko) chraené
piedkolonkou (4 x 3 mm 1.D.) s naplni C18, Phenomdfiexrance, CA, USA).

Obr. 13: Ukézka kolony asedkolonek47, 48].

Sestava byla ifpojena kdatové stanici vybavené programem
LabSolutionVer3, Shimadzu (Tokio, Japonsko). Teptogram umo#uje zdznam
hmotnostnich a UV spekter, které lze nastediyhodnocovat integraci, je také

mozné chromatogramy vzajemporovnavat a mnoho dalSich operaci.
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3.4.1.1 Podminky pro HPLC/UV[49]

- kolona — LiChroCART, RP18e

- nastik — 20l

- pritok mobilni faze — 1 ml.minh

- mobilni faze — 45% (A) a 100% (B) vodny roztok neetblu

» gradientova eluce (Ob. 14)

100
[ 80
'g S B0 L slozka A
e =
‘= ﬁ 40 slozka B
o= 20 ¢
)
7)) D 1 1

] 5 10 15 20

€as [min]

Obr. 14: Gradientové slozeni mobilni faze

- teplota termostatu — 25 °C
- délka analyzy — 20 minut

Jednotlivé slozky mobilni faze bylyigd pouzitim filtrovany hydrofilnim
propylenovym membranovym filtrem Pall Corporatiédm( Arbor, Michigan, USA)
o velikosti pofi 0,45um.

3.4.2 Horkovzdusny sterilizator

K zajiseni stalé teploty 37 °C byl pouZzit horkovzduSny iitsator
STERICELL® (Obr. 14) od spolmosti BMT — Brrénska medicinska technika a.s.,
(Brno, CR). Ristroj slouzi k horkovzdudné sterilizaci materigti stanovenych
parametrech teploty &@su. V komée @istroje je zajidtno stalé proughi vzduchu
pomoci vestatného ventilatoru, ktery eliminuje vznik oblastiygeného vzduchu*.
Teplotu Ize nastavit v rozmezi od 10 °C nad okt#plotou do 250 °C [50].
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Obr. 15: Horkovzdu$ny sterilizator STERICEL [50].

3.5 Kalibraéni rada

Kalibracni tfada byla pipravena rozpushim standardu prednisolonu
v methanolu. Nejprve byl fjpraven zasobni roztok prednisolonu o koncentraci
1 mg.ml*, jehoZiedsnim byly ipraveny koncentrace prednisolonu 1, 5, 10, 20, 40,
60, 80 a 100pg.mrt. Jednotlivé roztoky byly prosieny metodou HPLC
a detekovany UV detektorem v rozmezi vinovych dél2RO — 290 nm.
Vyhodnocovani a integrace [fikbyla provadna programem LabSolutionVerJip
vinové délce 245 nm, jelikoz prednisolon vykazujetpto vinové délce maximum
absorbance. Byla sestavena zavislost odezvy deteittocha pik) na koncentraci
prednisolonu.
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3.6 Enzymova kinetika

Konjugéaty poly(ethylenglykolu) (PEGu) s navazanymedmisolonem byly
enzymaticky nagpeny enzymem jaterni prasesteraza a byla zaznamenéasova
zavislost koncentrace uva@ného prednisolonu. Praffovana byla kompletni
kineticka Kivka pro uvohovani prednisolonu a byly vypeny pol@asy reakci
arychlostni konstanty. Pro daani paramefr enzymové kinetiky byly rreny
zavislosti mnozstvi uvolimého prednisolonuipraznych koncentracich konjugatu
a [ stalé koncentraci enzymu. Byly ziskanycat®ni rychlosti reakci, ze kterych

byla sestrojena satuai kiivka a jeji linearizované tvary.
3.6.1 Meieni kineticke kifivky

Rozpu&nim 1 mg enzymu v 10 ml fosfatového pufru o pH Bylipripraven
roztok enzymu. Dale bylipraven roztok konjugatu rozpégim 15 mg konjugatu
v 0,5 ml methanolu. Z roztoku enzymu byl odebramildo derivatizani vialky
a bylo gidano 20ul roztoku konjugatu. Vzorek redki snesi byl prongrovan po
25 minutach a byla zaznamenavana zavislost koramnuivolgného prednisolonu
nacase, ze které byly vyhodnoceny ptdsy 71, reakce a rychlostni konstanky
podle kinetické rovnice pseudoprvnifamu:

In2
Ty, = K (7)

3.6.2 Meieni parametna kinetické rovnice

Roztok enzymu byl ziskan rozp&stm 1 mg enzymu v 10 ml fosfatového
pufru o pH 7,4. Roztok enzymu byl dale Sse&@n fosfatovym pufrem o pH 7,4.
Dale byl gipraven zasobni roztok konjugatu rozga$n 100 mg konjugatu v 0,5 ml
methanolu. K ziskani danych koncentraci byly davaéizainich vialek odriteny
raizné objemy tohoto enzymu a postéiphyly pridavany fizné objemy roztoku
konjugatu podle tabulky I.

- 49 -



Experimentalniast

Tabulka I:  Priprava jednotlivych roztakkonjugati PEG-prednisolon o:iznych
koncentracich pro vzorek 5.

Objem enzymu| Objem konjugatu | Koncentrace konjugatu
[mi] [nl] [mg.mi™]
1,0 10 1,98
0,4 10 4,88
0,5 20 7,69
0,5 40 14,81
0,5 60 21,43
0,4 70 29,79
0,4 100 40,00

Byla zaznamenavéna zavislost mnozstvi usmdmo prednisolonu ndéase
a nangiené hodnoty byly vyhodnoceny metodoucg@nich rychlosti s vyuzitim

nelinearni regrese a linearizace rovnice Michaalidéentenové, viz kapitola 2.2.3.
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4.1 Vybér experimentalnich podminek

Experimentalni podminky byly zvoleny na zaKagiedchozi préce
zabyvajici se optimalizaci metody HPLC/UV pro méphgdnisolon a jsou popsany
v predchazejici kapitole. Po separaci latek na chrognafické kolor byl ziskan
zdznam UV spektra prednisolonu. Na chromatogramandsirdniho roztoku
prednisolonu (Obr. 16) Ize Wt jeden pik Wase 6,54 min. Na chromatogramu
konjugatu (Obr. 17) jsou viditelné i dalSi pikiiguSejici polymernimu nasi

MAU(x100)

20°
15]

10]

05

0'02 l ﬁ/’L’—

oo T T T T 5'0 T T T T 160 T T T T 1%0‘ T T |m|r|]

Obr. 16: Zaznam chromatografické separace standardniho kozpoednisolonu.

mAU(x10)

2.5+

0.0+

g g B o il

Obr. 17: Zdznam chromatografické separace konjugati - PDN-A-sPEG.
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4.2 Kalibraéni rada

Pro sestaveni kalibkai zavislosti (Obr. 18) byly fipraveny standardni
roztoky prednisolonu o koncentracich 1, 5, 10,481),60, 80 a 10Qg.mI™*. Roztoky
byly trikrat prontieny metodou HPLC/UV a byla sestrojena zavislostipjqiki na
koncentraci prednisolonu odpovidajici linearnimgresnimu modelu:

y =47902 x +16406

R? = 0,9997

5.0x10° -

4.0x106

3.0x106

plocha pik G

2.0x106

1.0x106}

0 | | | |
0 25 50 75 100

koncentrace [ pg.ml '1]

Obr. 18: Kalibracni zavislost plochy pikna koncentraci prednisolonu
4.3 Méreni kinetické kirivky

Byly prometeny kinetické kivky enzymatického 8peni 5 fiznych konjugat
prednisolonu s poly(ethylenglykolem). Rychlost weMani prednisolonu se za

experimentalnich podmingldi kinetickou rovnici pseudoprvnittadu.

Pl [p]. - 2K ®
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[P] .... koncentrace prednisolonigase
[Plo.... pa&ateni koncentrace prednisolonu
[P].... maximalni koncentrace prednisolonu

Koo rychlostni konstanta

Prvnim bodem ikvky je vzorek s teoreticky nulovym obsahem volného
prednisolonu ppraveny rozpushim znamého mnozstvi vzorku konjugatu ve
fosfatovém pufru o pH 7,4. Reé&lmulové koncentrace volného prednisolonu nebylo
v nékterych vzorcich dosazeno, jelikoZ g& qrganické syntéze konjugatu nenavazal
veSkery prednisolon na PEG, a tudistalo ve vzorku i wité mnozstvi volného
prednisolonu. DalSim bodeniiikky je mnozstvi volného prednisolonu ve 2 minutach
po smichani. Nasledovalagreni po 25 minutach, posléze s delSimi intervalyimez
meétenimi. Pro vSechny konjugaty byly sestrojeniiviky zavislosti koncentrace
uvolnéného prednisolonu n&ase (Obr. 19 — 23), ze kterych byly vypny
rychlostni konstanty a nasletirvyhodnoceny pokasy uvolgni prednisolonu z
polymerniho nosie. Méteni bylo provedeno pro vSechny vzorky konjugatziskané
hodnoty jednotlivych pok&asi a rychlostnich konstant byly porovnany v tabuice |
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Obr. 19: Zavislost koncentrace uveineho prednisolonu néase pro vzorek. 1.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace uveineho prednisolonu néase pro vzorek. 2.
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Obr. 21: Zavislost koncentrace uveineho prednisolonu néase pro vzorek. 3.
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koncentrace [ pg.ml™]
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0 300 600 900 1200 1500
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Obr. 22: Zavislost koncentrace uveineho prednisolonu néase pro vzorek. 4.
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Obr. 23: Zavislost koncentrace uve@iného prednisolonu néase pro vzorek. 5.
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Tabulka Il: Porovnani parametr enzymové kinetiky pro jednotlivé konjugaty.

Vzorek Konjugét Rychlostni konstanta [miih Polacastyz [min]
1 PDN-S-mPEG 3,35-10°+ 0,22.10° 207 + 6
2 PDN,-S-sPEG 2,31-16+ 0,06-10° 300 +3
3 PDN,-G-sPEG 5,90-10 + 0,54-10° 117 £ 9
4 PDN;-A-sPEG 2,10-10° + 0,09-10° 33+4
5 PDN;-F-sPEG 3,08-10°+ 0,28-10° 23+8

Z porovnani rychlosti reakce pro konjugaty se stejrspojkou (derivat
kyseliny jantarové) PDN-S-mPEG a PBRE-sPEG vyplyva, Ze &wveni rettzce
PEGu vede ke zpomaleni reakce. V konjugatu PDN-&@& e nostem linearni
monofunkni poly(ethylenglykol) s koncovou methoxyskupinou roolekulové
hmotnosti 5000 g-mdl V konjugéatu PDINS-sPEG je pak nagm &tyframenny
star-poly(ethylenglykol) o molekulové hmotnosti 00g-mot. Zpomaleni reakce
vlivem \étSi sterické narmosti Wtveného PEGuU neni natolik vyrazni@jme praw
proto, Ze molarni poén PDN wvi¢i PEGu je u obou konjugastejny.

Srovnani rychlosti reakce pro trojici konjugdPDN-A-sPEG, PDIN-G-
SPEG a PDMS-sPEG vede k zéw, ze zkracovani uhlikovéhi@izce tvdiciho
spojku mezi prednisolonem a PEGem vede k prodiuiogdlatasu reakce, a torip
zkraceni o 2 uhlikové atomy téim10tinasobn (derivat kys. adipové - PDMNA-
SPEG — 33 minut vs. derivat kys. jantarové - REINsPEG — 300 minut). Palas
reakce pro derivat kys. glutarové PRN-sPEG lezi podlecekavani mezidmito
dvéma hodnotami. Struktué&mmimo tuto sérii lezi konjugat PDMN--sPEG obsahujici
spojku tvdenou derivatem kyseliny ftalové. Ten podléha reakanzymem
esterdzou nejrychleji ze vSechtimnych vzork, coz lze pipsat nejen vyhodnému
sterickému usp@dani, ale fedevSim elektronickym vlivm aromatického skeletu

usnadujicim reakci.
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4.4 Méreni parametra kinetické rovnice

Pro vzoreke. 4 byly ziskany parametry enzymové kinetiky, & vmax dle
rovnice Michaelise a Mentenové. Kéfeni a vyhodnoceni ziskanych dat byla
pouzita metoda g@teenich rychlosti. Protzné koncentrace konjugatu v roztoku
s konstantni koncentraci enzymu byly pedemy zavislosti koncentrace uvéirého
prednisolonu naase v poatku reakce, kdy je nést koncentrace linearni (Obr. 24).
Enzym musel byt iedén na takovou koncentraci, aby dosSlo kjeho nasyceni
substratem. S dalSim zvySovanim koncentrace stib§ttgpacateini rychlost reakce

zastava konstantni, coz signalizuje dosazeni mezhilogtivmax.

koncentrace konjugatu 40 mg:l

N
N

koncentrace konjugéatu 29,79 mg:ml

[Eny
(o))

koncentrace konjugéatu 14,81 mgml

koncentrace konjugéatu 7,69 mg:l

jo)

koncentrace [mg.ml ]

koncentrace konjugatu 1,98 mg:ml

|
50 75 100

Oop
N
(6)]

€as [min]

Obr. 24: Casova zavislost koncentrace uwaigho prednisolonu praizné
koncentrace konjugatu.

Z nantfenych dat byla sestrojena satimiakiivka enzymu a byly vypgieny

kinetické parametry }{ avmax.
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4.4.1 Vyhodnoceni experimentalnich dat nelinearni regresi

Pro izné koncentrace konjugatu 4 byly prongteny hodnoty koncentrace
uvolnéného prednisolonu &nici se v zavislosti n&ase. Vynesenim géteinich
rychlosti reakce v zavislosti na koncentraci koAjugbyla sestrojena sartdra
kiivka (Obr. 25).

1.1x1008 T T T

O 9.5x10709— —

8.0x100%9— —

Vo [mol.dm 3.s”

6.5x1009— —

O

5_0)(10-09 ] | |
0 0.0005 0.001 0.002 0.002

koncentrace konjugatu [mol.dm 3]

Obr. 25: Zavislost paate’nich rychlosti reakce na koncentraci konjugétd.

Satura®ni kfivka.

Namegtena data byla zpracovana metododgpenich rychlosti a nelinearni

regresi byly ziskany hodnoty paranietovnice Michealise a Menteno¥&, avmax

Uy Cs

j— max*

KM +CS

(1)

Yo

, = L057200° (&
°  80515107° +cq

Upay = 10572010 mol Hm™® 3™

K,, =8051510°moll&m?®

-59 -



Vysledky a diskuse

4.4.2 Vyhodnoceni experimentalnich dat metodou liregizace

rovnice Michaelise a Mentenoveé.

4.4.2.1 Vyhodnoceni dat podle Lineweavera a Burka.

Do grafu (Obr. 26) byla vynesena zavislosipIia 1£s, ¢imZ byla ziskana
piimka, jejiz smirnice je Ku/vmax USek na svislé ose je rovervddk a usek na

vodorovné ose hodnbtl/Ky.

2.0x108 ' ' ' o
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1.4x108| .

1/vg [mol L.dm3.s]

1.1x108\ .

7.5x107 ] | | |
0 2500 5000 7500 10000

1/cg [mol t.dm?]

Obr. 26: Linearizace podle Lineweavera a Burka

Michaelisova konstant&y, a maximalni rychlost reakcenax byly ziskany

linearni regresi experimentalnich dat:

1.1 Kugl )
Uo Umax Umax CS

1 v 3 1

— =9,3540010" +8135510° 3—

Cs Uy

1

Upert = —————— =1,069110° mol.dm? [3*
9,3540010

K, =8135500° W, =8135510° 1,0690610° = 86973510 °mol @m’*
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4.4.2.2 Vyhodnoceni dat podle Eadiea.

Z linearni zavislostbg na vg/cs (Obr. 27) lze ziskaKy jako snérnice avmax

jako usek na svislé ose (Usek na vodorovné osgav):

1.0x108F © ' ' L
O
T 8.9x10°F o .
2
=
S 7.6x10°% —
(@]
E
o
> 6.3x109f .
O
5.0x10°

| | | |
0 1.5x10°3.0x104.5x10-56.0x10°
Vgl/Cg [s™]
Obr. 27: Linearizace dat podle Eadiea

Michaelisova konstant&y a maximalni rychlost reakcena.x byly ziskany

linearni regresi experimentalnich dat:

K, oo 3)

U, =1,06362010°° - 844223107 (12
CS

omax = 1,06362-18 mol-dm?-s?
Ku = 8, 44223-1®mol-dm®
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4.4.2.3 Vyhodnoceni dat podle Hanese.

Porer cdvp je linearni funkci koncentrace. Usek na svislé ose je roven

pomeéru Ky/vmax Usek na vodorovné ose hodhey a snérnice je 1bmax (Obr. 28).

200000 T T T

150000

100000 .

Cs/Vp [S]

50000 .

0 | | |
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020
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Obr. 28: Linearizace dat podle Hanese

Michaelisova konstant&y a maximalni rychlost reakcéna.x byly ziskany
linearni regresi experimentalnich dat:

&:K_M.Fi@;s (4)
Uy U v

max max

s - 5,6957M10° +9,764410" (&,
UO

Umax = ;
9,7644010
K, =56957010° W, . =56957[10° [1,0690610°° = 58331310 °moldm™

=1,0241310°mol[dm™ 3*
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Tabulka lll:  Porovnani parametr kinetické rovnice vyhodnocen&nymi
metodami.

Metoda Ky [mol-dnm™] vmax[mol-dm™-s7]

Nelinearni regrese 8.0500-10° 1,0570-10°

Lineweaver a Burke 8.6974-10° 1.0691-10°

Eadiea 8,4422.10° 1,0636.10°

Hanes 5,8331.10° 1,0241-10°

Michaelisova konstantKy, je rovna takové koncentraci substratii, gz je
dosazeno polo¥niho nasyceni enzymu a tim i poloviny limitni ryasti reakce.
Obvykle se hodnotity pohybuiji v Sirokém rozmezi 0,1 —£@nol.dn™ a umo#uji
odhadnout rychlost &eni substratu enzymem [20]. Nizké hodni§tyv tabulce Il
ukazuji na silnou vazbu mezi enzymem a substratem.

Limitni rychlost reakcevmax poukazuje na rychlost, které dosahne reakce
tehdy, je-li enzym nasycen substratem. V toniipgxt je veSkery substrat vazan na

enzym a je tedy Up#pritomen v komplexu enzym-substrat.
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Zawer

Tato diplomova prace se zabyva vyhodnocovanim ikikyath paramett,
které popisuji aktivitu enzymu jaterni présesterazy ve vztahu ke konjudyt
poly(ethylenglykolu) s prednisolonem navazanyniesp fizné spojky. Byly
promefeny  zavislosti mnozstvi uvainého prednisolonu z  konjugatu
poly(ethylenglykolu) siznymi spojkami. Ziskand data kompletni kinetickéslky
byla pouzita k vyp&tu rychlostni konstanty a nasledk vyhodnoceni pokasu
uvolnéni prednisolonu z polymerniho noési Dale byla podle metody g@teinich
rychlosti naniiena data, ze kterych byla sestrojena satirktivka a byly ziskany
parametry enzymové kinetikyyKavmax dle rovnice Michaelise a Mentenové.

Prednisolon sam nema pozZadované vlastnosti, abyadd pouzivat jako
lé¢ivo samostath Pro zvySeni rozpustnosti ve woa lepSi distribuci k&va ve
vodném prosedi organismu fize byt prednisolon ips fizné spojky vazan na
polymerni nosie, nap. poly(ethylenglykol). Vyhodnocenim ziskanych datiob
zjisteno, Ze u konjugdt se stejnou spojkou ale rozdilnou strukturou PE@dev
vétveni rettzce PEGu ke zpomaleni reakce. RBaky reakci mezi jednoramennym
PEGem s molekulovou hmotnosti 5000 gthok &tyframennym PEGem
s molekulovou hmotnosti 20000 g-fol$ak nejsou #ili§ odlisné, co? rize byt
pfisuzovano tomu, Ze molarni pemprednisolonu & PEGu je u obou konjugat
stejny. Dale bylo prokazano, Ze zkracovani uhlikeM@&®zce tvdaiciho spojku mezi
prednisolonem a PEGem vede k prodluZzovani qaslo reakce. Zkraceni spojky
0 2 uhlikové atomy prodluZzuje pdalas reakce tesi 10tinasobd. Nejrychleji
probihalo &tpeni u konjugatu PDNF-sPEG obsahuijici spojku temou derivatem
kyseliny ftalové, coz je isledkem vyhodného sterického uimbani a fedevsim
elektronickych vlivi aromatického skeletu usnagicim reakci.

Bylo tedy prokadzano, Ze volbou vhodné struktury ypwrniho nosie
a délkou a charakterem spojky lze volit jetiné farmakokinetické vlastnosti
prol&iv. Lze tak sndrovat prol€ivo na ugité misto v organismu a prodluzovat dobu
pusobeni léivé latky, ¢imz lze dosahnout optimalnihctinku presnisolonu na

organismus.

- 65 -



Literatura

Seznam pouzité literatury

[1]

[2]

[3]

[4]
[5]

[6]
[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]

Kodicek, M., Biochemické pojmyVysoka Skola chemicko-technologicka
v Praze, Vydavatelstvi VSCHT, Praha 2007.

Hampl, F., Radl, S., Palek, J.,FarmakochemieVysoka Skola chemicko-
technologicka v Praze, Vydavatelstvi VSCHT, Prab@r2

Melichar, B. a kol.Chemicka léiva, Avicenum, Zdravotnické nakladatelstvi,
Praha 1987.

Harg, O., Padr, Z.Hormony 2. vydani, Academia, Praha 1982.
http://www.|f2.cuni.cz/Ustavy/biochemie/vyuka/stegrborm.ppt stazeno
16.2.2009

Murray, R. K.,Harperova biochemieH&H, Jihazany 2001.
http://ibiochemie.upol.cz/WebGraphics/biochemie/doad/Modul-04.ppt
stazeno 17.2.2008tazeno 16.2.2009.
http://www.sportvital.cz/cz/k1,111,159-anabolik&¢-biosynteticka-draha-
anabolickych-steroidustazeno 17.2.20009.
http://lwww.petrwaldauf.cz/index.php?option=com_danBgitask=doc_down
load&gid=72&Itemid=13&lang=cs stazeno 17.2.2009.
http://old.If3.cuni.cz/chemie/cesky/materialy B/abelismus_steroidu.ppt
stazeno 17.2.2009.
http://www.If2.cuni.cz/Ustavy/biochemie/vyuka/sigrborm.ppt stazeno
17.2.20009.

http://www.lekopis.cz/Default.htratazeno 26.2.2009.
http://www.schmerznetz.at/view.php?datiD=128@&zeno 26.2.2009.
http://www.medicinenet.com/prednisolone/article histazeno 26.2.20009.
http://195.250.138.169/dmev/documents/05_Hamplgtdieno 26.2.2009.
http://biologie.php5.cz/enzymy.plgtazeno 10.3.2009.

Voet, D., Voetov4, J. GBiochemie Victoria Publishing, Praha 1995.
Racek, J.Klinicka biochemigeGalén, Praha 1999.

Stern, P. a kol.QDbecna a klinicka biochemie pro bakadké obory studia
Karolinum, Praha 2005.

- 66 -



Literatura

[20]

[21]
[22]

[23]

[24]

[25]
[26]
[27]
[28]
[29]

[30]
[31]
[32]
[33]
[34]
[35]
[36]

[37]

[38]

[39]
[40]

Bartovska, L.,Chemicka kinetika Vysoka Skola chemicko-technologicka
v Praze VSCHT, Praha 2008.
http://www.biomed.cas.cz/mbu/biotrans.htm/vywgtazeno 10.3.2009.
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/1/tfl,.h stazeno
10.3.20009.

Brusehaber, E., Bottcher, D., Musidlowska-Bers A., Albrecht, D., Hecker,
M., Doderer, K., Bornscheuer, U. TAppl Microbiol Biotechnql 2007, 76,
853-859.

Richardson, M. L., Gangolli, SThe dictionary of Substances and their
effects 1994, 6, 714-725.

Budavari, S. et allThe Merck Index1996, 1304-1305.

Winek, C. L. et al.Clin. Toxicol, 1978, 13, 297.

Tyl R.W. et al. Fundamental and Applied Toxicology995, 27, 49.

Ulehlova E., Sikola M., Hokeova Z., Chundela Soudni 1€k1974, 19, 34.
Abuchowski, A.; van Es, T., Palczuk, N. C.,\im F. F.,J. Biol. Chem.
1977, 252, 3578-3581.

Greenwald, R. B.J. Control Release&001, 74, 159-171.

Stella V. J, Charman W. N, Naringrekar V. Brugs 1985, 29, 455-73.
Rehula, M.,Zaklady biofarmacigUniverzita Karlova, Praha 1993.
Ringsdorf, H. J.Polym. Sci., Polym. Sym@d 975, 51, 135-153.
http://www.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.htnstazeno 3.3.20009.
http://hplc.sweb.czktazeno 3.3.20009.

Chur&ek, J., Analytickd separace latekStatni nakladatelstvi technické
literatury, Praha 1990.
http://www.|cresources.com/resources/getstart/gef&20HPLC.gif stazeno
5.3.20009.
http://www.separationsnow.com/FCKeditor/UserFilaesdige/sepNOW _adver
torials/0809_hplc_agilent/poro120columns.jEgazeno 4.3.20009.

Opekar, F.Zakladni analyticka chemi&arolinum, Praha 2002.
http://old.If3.cuni.cz/chemie/cesky/materialy Bfohatografie.doc stazeno
4.3.2009.

-67 -



Literatura

[41]
[42]
[43]

[44]

[45]
[46]

[47]

[48]

[49]
[50]

Mach&ek, V., Panchartek, J., ¥era, M., Organicka chemie Univerzita
Pardubice, Pardubice 2001.
http://aix-lin.upol.cz/~milde/IM-UV-Vis.pdétazeno 4.3.2009.
http://www.hplc.cz/Teorie/UV_VIS_detector.htethZzeno 4.3.2009.
http://tomcat.prf.jcu.cz/sima/analyticka_chemiekdpah.htm stazeno
3.3.20009.

http://www.prolekare.cz/pdf?id=2869tazeno 6.4.09.
http://www.meadowshplc.com/hplc_instruments_shimnauzlc_system.htm
stazeno 5.4.2009.
http://www.separationsnow.com/FCKeditor/UserFilesdlge/sepNOW _
advertorials/0809 _hplc_agilent/poro120columns,jptazeno 5.4.2009.
http://www.ecomsro.cz/gallery.aspx?image=/imagesipcts/5/541/Security
Guard_Cartridges.jpgstazeno 5.4.2009.

Dvorak, B.,Diplomova praceUniverzita Pardubice, Pardubice 2008.

www.bmt.czstazeno 5.4.2009

- 068 -



	desky
	celek
	zadání1
	zadání2



