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1. Uvod

Akademie véd CR zformulovala vroce 2014 svou
novou strategii, nazvanou Strategie AV21 (Spickovy vy-
zkum ve veiejném zajmu), zaméfenou na posileni schop-
nosti identifikovat dulezité védecké a spolecenské otazky,
fundovanym zptisobem definovat problematiku a vypraco-
vat navrhy feSeni. Jednim zcild této nové strategie je
usnadnit prenos vysledkdl vyzkumu do vzdélavaci a apli-
kacni sféry, zapojit partnery do tvorby afeSeni vyzkum-
nych programi Akademie véd a prispét tak k vytvoreni
prostiedi a podminek pro novou kvalitu vzajemné spolu-
prace. Nastrojem k naplnéni tohoto nové definovaného
poslani Akademie véd jsou vyzkumné programy, které
reprezentuji tii zdkladni hodnoty Akademie véd, kterymi
jsou: @) posouvani hranic poznani, ») analyza promén spo-
lecnosti a globalni vyzvy, a ¢) vyspélé technologie.

Jednim z vyzkumnych programt definovanych Strate-
gii AV21 je program Molekuly a materialy pro Zivot, ktery
se zaméfuje na vyzkum novych chemickych technologii
s dirazem na ochranu Zivotniho prostfedi a vyvoj novych
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prostiedkti pro moderni medicinu. Program stavi na kom-
binaci pfistupd jak medicindlni chemie, tak makromoleku-
larni, fyzikalni a anorganické chemie, tradi¢né uspésnych
obortl v Akademii véd CR. Vyzkumny program Molekuly
a materialy pro Zivot se realizuje ve tfech liniich, které
jsou koordinovéany Ustavem makromolekularni chemie
AV CR v.v.i. (UMCH), a které jsou krom& UMCH feseny
na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v.v.i.
projektem Biologicky aktivni molekuly a Ustavem fyzikal-
ni chemie J. Heyrovského AV CR v.v.i. projektem Nano-
strukturni materialy pro katalyzu a ochranu Zivotniho pro-
stredi.

Realizace jednotlivych vyzkumnych projektd ve
smyslu prohloubeni mezioborové a mezi-institucionalni
spoluprace a posileni kontaktli s primyslovymi partnery
primarné probihd ve vyzkumnych centrech a aplikacnich
laboratotich. V piipadé UMCH je pro ucely dosaZeni sy-
nergickych efektd a nalezeni efektivni spoluprace
s partnery z farmaceutického primyslu a farmaceutickych
fakult pri vyvoji farmaceuticky aktivnich materiald Cast
vyzkumného projektu Makromolekuldrni systémy a bioma-
terialy pro  moderni medicinu  aktuadlné feSena
v ramci Spolecné laboratore NMR spektroskopie pevného
stavu, ktera je vybavena unikatnim NMR spektrometrem,
akterou spoleéné provozuji UMCH AV (R
a UFCH JH AV CR. Piedmétem tohoto referatového pri-
spévku je shrnout nedavné aktivity realizované v ramci
tohoto programu na poli farmaceuticky orientovaného
vyzkumu vedeného ve spolupraci s priimyslovymi spolec-
nostmi.

2. Strukturni rozmanitost pokrocilych
farmaceutickych systému

Vyvojnové generace léCivych piipravkt zahrnuje
nejen sofistikovanou syntézu aktivnich substanci (1é¢iv),
ale vyzaduje idetailni pohled do jejich struktury. Tim
nejpadnéjsim divodem pro detailni strukturni charakteri-
zaci 1éCiv je existence obtizné predpovéditelného polymor-
fismu organickych sloucenin a znégj plynouci nezbytna
ochrana spotfebitele. V soucasnosti reprezentuji pevné
farmaceutické produkty (tablety, kapsle, granule, apod.)
asi 80-90 % trhu s 1éCivy. Aktivni farmaceutické ingredi-
ence (API) v nich obsazené se vyskytuji v riznych pev-
nych formach: jsou krystalické, amorfni ptipadné kapalné-
krystalické. V piipadé téch krystalickych se pak dan4d mo-
lekula API obvykle vyskytuje v fadé riznych modifikaci.
Tento jev, zvany polymorfismus, ktery je vlastni téméf
vSem organickym slouceninam, vSak zna¢né komplikuje
vyvoj a vyrobu lé¢iv. Biologicka dostupnost 1é€iva je totiz
siln¢ zavisla na kinetice jeho rozpousténi, a tim tedy i na
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jeho krystalové struktufe. Tento fakt je snadno pochopitel-
ny, kdyz si uvédomime, Ze diamat a grafit jsou dvé krysta-
lové (alotropické) modifikace jednoho a téhoz — cistého
uhliku. Vlastnosti obou modifikaci jsou vsak zcela rozdil-
né. Podobné je tomu i u 1é€iv a jejich riznych modifikaci.
Je nutné si uvédomit, ze zakladni podminkou uspésné
lécby je rozpusténi 1éciva z pevné 1ékové formy a prestup
molekul aktivni substance do krevni plazmy. A ackoli je
nutno hledat vlastni terapeutickou aktivitu dané molekuly
ve slozitych biochemickych cyklech, prvni krok vedouci
k ucinné terapii je fizen trivialni vlastnosti, jakou je roz-
poustéci rychlost. Mame-li na paméti znacné rozdilné
vlastnosti krystalovych forem uhliku, asi nikoho nepiekva-
pi, ze i rozpoustéci rychlost aktivnich substanci se znacné
li8i pro rtizné krystalové modifikace a amorfni formy latek.
Ptic¢inu tohoto chovani pak musime hledat pravé v uspora-
dani molekul 1éCiva v krystalové strukture.

V soucasné dobé¢ tak kvalitu 1é¢iv ptisné sleduji statni
instituce, jako jsou napi. Food and Drug Administration
(FDA, USA), Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL, CR)
nebo European Medicines Agency (EMA, EU). Farmaceu-
ticky pramysl je tak nucen hledat efektivni postupy kon-
troly kvality jak vstupnich surovin, tak i vyslednych pro-
duktii. A praveé ve Spolecné laboratori NMR spektroskopie
pevného stavu dochazi k vypracovani novych postupt
analytickych technik NMR krystalografie vedoucich
k monitorovani vyroby farmakoprodukti, ke snadné
a bezpecné identifikaci pfimési a pro detailni popis krysta-
lové struktury farmaceuticky aktivnich latek (API). Konec-
nym cilem vyzkumu je optimalizace téchto postupi pro
charakterizaci novych 1éCiv na bézi nanokrystalickych
nebo ¢astecné uspofddanych az amorfnich systémi, které
jsou v soucasné dob¢ intenzivné zkoumany. Vzhledem
k sou¢asnym vysokym narokiim, které jsou na kvalitu
a charakterizaci 1éCiv kladeny, jsou tyto metody cilené
navrzeny pro primyslové podminky tak, aby poskytovaly
pozadované informace v kratkém case na zakladé¢ minima-
lizovaného mnozstvi experimentalnich dat.

3. NMR krystalografie: tam kde RTG difrakce
nestaci

Jiz vice neZ 60 let nanomaterialy pfitahuji pozornost
védecké obce. V  oblasti nanomediciny snaha
o optimalizaci terapeutické uUCinnosti nové objevenych
ucinnych sloucenin vedla k vyvoji supramolekularnich
systému, které mohou vykonavat soucasné vice funkci
a umoznovat tak nejen cilenou dopravu lé¢iv na misto
uréeni, poskytovat mu ¢asové omezenou ochranu a nasled-
né ho kontrolovan¢ uvolnovat, ale také kombinovat vyho-
dy pevnych a kapalnych lékovych forem'?. Pravy potenci-
al téchto systéml vsSak nebyl dosud plné€ vyuzit. Kromé
formulace nejmodernéjSich syntetickych postuptt vyvoj
téchto supramolekuldrnich materialti totiz vyzaduje pies-
nou strukturni charakterizaci jednotlivych prvka systému
a popis vzajemnych vztahli mezi nimi. V této souvislosti
se vSak jedna o velmi pfisny pozadavek, nebot’ tyto sys-
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témy se prirozené nachazeji na hranici mezi krystalickymi
a amorfnimi pevnymi latkami, pro které jsou vysoce kva-
litni difrakéni Gdaje jen obtizn¢ dosazitelné. V této souvis-
losti prokazala sviij pozoruhodny potencial NMR krystalo-
grafie’.

V §ir§im smyslu slova NMR krystalografie pfedstavu-
je experimentalné-vypocetni pristup kombinujici analyzu
difrak¢énich dat s méfenim NMR parametri za ucelem
zptesnéni struktur komplexnich molekuldrnich systému,
flexibilnich a castecné¢ neuspofadanych segmentl, pro
zkoumani zmén lokalnich struktur indukovanych dehydra-
taci nebo desolvatacnim procesem ¢i pro detailni analyzu
systému vodikovych vazeb a dalSich nekovalentnich inter-
akei*™®. Koncept NMR krystalografie vyvinuty ve skuping
L. Emsleyho vletech 2010-2013 v8ak predstavuje zcela
jedine¢ny protokol ab-initio ur¢ovani krystalové struktury
latek, ktery je zaloZeny na kombinaci NMR spektroskopie
pevné faze (ss-NMR), pocitacové predikce modell krysta-
lovych struktur (CSP) a kvantové-chemickych (DFT) vy-
poéti izotropnich hodnot chemickych posuni’'°.

Jak plyne z grafického znazornéni na obr. 1, difrakéni
data se pfi tomto experimentalnim uspotradani viibec nedo-
stavaji do procesu urovani a upfesnéni krystalové struktu-
ry. Experimentaln¢ je tento pristup zaloZen na presném
zméfeni souboru izotropnich chemickych posuni 'H a *C
jader, coz jsou zakladni NMR parametry, které jsou do-
stupné snadno a s vysokou pfesnosti pomoci standardnich
ss-NMR technik. Paraleln¢ s experimenty pak probiha
pocitacové generovani souboru modell a predikci krysta-
lovych struktur. K této procedufe dnes existuje celd fada

ss-NMR CSP
(solid-state NMR) (crystal structure prediction)
Méreni NMR Generovani sady predikci

chemickych posunii krystalovych struktur

"Ha *C NMR Polymorph Predictor

Prifazeni signalt DFT vypocdty

(density function theory)

'H-"3C HETCOR
'H-"H CRAMPS Vypocet NMR chemickych
3C-3C NADEQUATE posunti

GIPAW pristup

N
\,

N\ Uréeni krystalové struktury#”
Systematické porovnavani experimentalnich
a vypocitanych chemickych posunt

Linearni regrese
'H (r.m.s.d.), °C (r.m.s.d.)

Obr. 1. Schématicka reprezentace experimentalné-vypocet-
niho konceptu praskové NMR krystalografie



Chem. Listy /72, 522-530 (2018)

sofistikovanych nastroju, a jak vyplynulo ze série pravidel-
nych slepych testd'', nedavny vyvoj vypoéetnich metod
vyustil ve schopnost velmi spolehlivé predpovidat krysta-
lové struktury stabilnich fazi Siroké sSkaly organickych
slouCenin. Dnes je moZno vygenerovat stovky a tisice
krystalovych struktur ve velmi kratkém cCase (desitky ho-
din). A tak klicovym bodem pfistupu praskové NMR krys-
talografie je spolehlivy vybér spravné krystalové struktury
z velkého poctu strukturnich predikei.

V této souvislosti se prokdzalo, ze citlivym parame-
trem pro vybér spravné krystalové struktury jsou izotropni
chemické posuny 'H a '*C jader. Diky kvantové-
chemickym vypocetnim procedurdm piimo popisujicim
periodické molekularni systémy jsou totiz teoreticky vypo-
¢itané hodnoty NMR parametr velmi spolehlivé. A tak se
prokazalo, Ze systematické porovnavani experimentalnich
a teoreticky vypocitanych hodnot vede k nalezeni spravné
krystalové struktury i v rozsahlém souboru strukturnich
predikci. Kli¢ovym parametrem pro identifikaci spravné
struktury je hodnota stfedni kvadratické odchylky
(r.m.s.d.) mezi experimentalnimi a teoreticky spocitanymi
hodnotami ziskana linearni regresi. Na tadé organickych
krystalickych sloucenin jiz bylo dostatecné ilustrovano, ze
spravna krystalova struktura je vzdy -charakterizovana
nejmensi stiedni kvadratickou odchylkou "H NMR izo-
tropnich chemickych posunti, pficemz tato hodnota je
mensi nez 0,5 ppm. Soucasné musi byt stfedni kvadraticka
odchylka "*C NMR izotropnich chemickych posunti mensi
nez 2,5 ppm (cit.”'*'?). Zarovei je nezbytné, aby viechny
signaly v'H a ?C MAS NMR spektrech byly explicitné
prifazeny. Pro tento ucel jsme vypracovali postup predikce
'H-C NMR korelagnich spekter'>'*.

Vyse uvedené prahové hodnoty jsou tak nezbytnou
podminkou indikujici spravny model krystalové struktury.
Videdlnim pfipadé by kvantové-chemickymi vypocty
(metodikou zalozenou na teorii hustotniho funkcionalu,
DFT, aplikovanou na periodické systémy) byla zoptimali-
zovéna geometrie a vypogitany hodnoty 'H a *C NMR
izotropnich chemickych posuni vSech predikovanych
struktur. Ve skutecnosti vsak, diky casové naroc¢nosti DFT
vypocti, je nutno nejprve prvotni mnozinu predikci krysta-
lovych struktur z(zit a vybrat reprezentativni sadu fyzikal-
n¢ realistickych modeld. K tomu slouzi hodnota relativni
miizkové energie, kdy se prokazalo, ze hledand spravna
krystalova struktura se nachazi v souboru modeld s relativ-
ni miizkovou energii niz§i nez 30 kJ mol”'. S rozvojem
algoritmi predikce krystalovych struktur a srozvojem
vypocetni techniky vsak 1ze v budoucnu ocekavat, ze tento
primarni ptredvybér bude postupné ztracet na dilezitosti.

Az do nedavné doby bylo urceni krystalovych struk-
tur vyuzivajici vyhradné analyzu izotropnich NMR che-
mickych posunt aplikovano pouze na krystalograficky
uniformni systémy organickych latek”'>'2. Skute¢ny po-
tencial piistupu NMR krystalografie v§ak spociva ve struk-
turnim popisu komplexnich polykrystalickych kompozith
s mikro- nebo nanodoménovou architekturou ¢i smési
krystalickych latek, pro které je prakticky nemozné zdoko-
nalovani ptimych krystalovych struktur XRPD dat. Tuto
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skutecnost lze velmi dobfe dokumentovat na ptfipadu
strukturni analyzy neddvno vyvinuté pokrocilé formulace
decitabinu, coz je novy inhibitor methyltransferas DNA,
urceny k 1é¢bé myelodysplastického syndromu a akutni ¢i
chronické myeloidni leukemie. V krevnim feciSti vSak
tento inhibitor velmi rychle podléhd nevratné hydrolyze.
Pro zpomaleni tohoto procesu tak byl decitabin pieformu-
lovan do podoby injektovatelnych bio-degradovatelnych
mikrocastic na bazi semikrystalické matrice kyseliny poly-
sebakové. V této matrici jsou pak dispergovany mikro-
krystalky aktivni substance a nanodomény krystalické
kyseliny sebakové'’.

S vyuzitim doménové citlivych NMR experimenti'
byly na zéklad¢ rozdilu v rychlostech spinovych relaxaci
zkouman¢ polyanhydridové mikrocastice nejprve spektros-
kopicky rozlozeny na jednotlivé slozky. Tak byla odhalena
pritomnost krystalické polymerni matrice, ktera je dopro-
vazena imobilizovanou (sklovitou) amorfni fazi, a mikro-
krystalické domény decitabinu doprovazené nanodoména-
mi krystalické kyseliny sebakové. Nasledné pak, s vyuzi-
tim vySe popsané strategie NMR krystalografie, byla de-
tailné popsdna pomérmné slozitd hierarchicka struktura
a vnitini architektura této formulace decitabinu a pro kaz-
dou krystalickou fazi byla urcena jeji krystalova struktura
(obr. 2).

Je tedy ziejmé, ze diky vzajemnému synergickému
plsobeni mezi pokroc¢ilymi experimenty a vypocetnimi
pristupy predikce a optimalizace struktur lze formulovat
a optimalizovat postup stanoveni krystalovych struktur
v atomarnim rozliSeni i pro systémy, pro které je ziskani
pozadovanych strukturnich informaci konven¢nimi meto-
dami prakticky nedostupné. Metoda NMR krystalografie
tak mize byt obecné aplikovana pro rtizné polykrystalické
systémy a mikro- ¢i dokonce nano-kompozity se slozitou
hierarchickou architekturou. To je obzvlasté¢ vhodné pro
systémy, ve kterych mize dochazet k neptedvidatelnym
fazovym transformacim ¢i spontannimu vzniku novych

Nanodomény kyseliny sebakové

Mikrokrystaly decitabinu

Krystalicka matrice kyseliny polysebakové

Obr. 2. Graficka reprezentace vnitini struktury mikrocasticové-
ho dopravnikového systému decitabinu (upraveno podle cit.'®)
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polymorfnich forem indukovanych pod vlivem okolni
matrice.

4. NMR pohledy na farmaceutické systémy

Limitujicim faktorem pfistupu NMR krystalografie je
nutnost systému existovat v krystalickém stavu, tedy zauji-
mat periodické a pokud mozno rigidni uspofddani a mit
znamou a jasné definovanou chemickou strukturu
(strukturni vzorec). Ackoli se druhy pozadavek mize zdat
zbyte¢ny, protoze 1é¢ivé substance pieci musi byt chemic-
ky jasné definovany, existuji zajimavé aktivni latky na
bazi kyseliny boronové, které mohou spontdnné podléhat
fadé reverzibilnich chemickych procest. Diky tomu je
struktura dané latky v pevném stavu obtizné predpovédi-
telna. Prikladem takovych farmaceuticky aktivnich sub-
stanci mohou byt bortezomib ¢i ixazomib.

4.1. Peptidové derivaty kyseliny boronové a jejich
unikatni struktura

Organické slouceniny obsahujici atomy boru jsou jiz
dlouho zndmé jako potencidln€ velmi u€inné farmaceutic-
ké ingredience. V této souvislosti vedly nedavné vyzkumy
k objeveni mnoha slibnych vysoce G¢innych farmaceutic-
kych prosttedkt vykazujicich cytostatickou a antibakterial-
ni aktivitu. Pfikladem téchto aktivnich substanci jsou bor-
tezomib ¢i ixazomib ¢i latky znamé pod kodovym oznace-
nim MLN978, CEP-18770, GSK2251052. Vyzkum téchto
sloucenin se vyznamné zrychluje také proto, ze derivaty
kyseliny borité a boronové hraji klicovou ulohu v mnoha
oborech organické, bioorganické, makromolekularni ¢i
supramolekularni chemie'®". Kontrolovana reverzibilni
kondenzace fragmenti kyseliny boronové totiz oteviela
cestu k syntéze zcela novych a unikatnich supramolekular-
nich systému, polymert, hydrogelt ¢i kovalentnich orga-
nickych mfizek, které vykazuji specifické sorpéni a kataly-
tické vlastnosti’® % Plné vyuziti vSech téchto systémi
vSak vyzaduje jejich pfesnou strukturni charakterizaci.
Tento pozadavek plati predevSim pro systémy amorfhi,
které neposkytuji kvalitni difrakéni zaznamy.

Bortezomib, inhibitor proteozomu schvaleny pro
1écbu mnohocetného myelomu, piedstavuje jedinecnou
kombinaci latky s vysokou multilaterdlni farmaceutickou
aktivitou s komplexni supramolekularni strukturou
v pevném stavu. Bortezomib krystalizuje ve dvou krystalo-
vych modifikacich I a II, a jak je popsano v registracni
dokumentaci a v patentové literatufe, v pevném stavu
pravdépodobné existuje ve formé anhydridu kyseliny bo-
roxinové (obr. 3a), ackoli tato jeho boroxinova struktura
nebyla potvrzena. Proto jsme v této souvislosti ve spolu-
praci se spolecnosti TEVA Czech Industries vyvinuli vel-
mi efektivni experimentalni procedury, které umoziuji
rychle a spolehlivé popsat vznik téchto unikatnich a velmi
rozmanitych struktur, jez reverzibilné vznikaji postupnou
samo-organizaci zdkladnich stavebnich blokd kyseliny
boronové?. Zakladem t&chto experimentalnich postuptl je
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Obr. 3. Strukturni vzorec bortezomibu a boroxinového cyklu,
kde R = peptidova ¢ast molekuly (a), a DFT optimalizované
struktury bortezomibu formy I a II (b)

"B NMR spektroskopie®* 2.

Pomoci dvoudimenzionalnich (2D) ''B-'"B NMR
korela¢nich technik podporovanych kvantové-chemickymi
(DFT) vypocty jsme vytvofili spolehlivy a G¢inny néstroj
pro sledovani kovalentnich samo-uspotadavacich procest
derivatt kyseliny boronové v pevném stavu. Prokézalo se,
7e zaznamenané ''B NMR parametry citlivé reaguji i na
velice jemné zmény v lokalni geometrii, pficemz lze tyto
zmény spolehlivé interpretovat a pfimo vizualizovat DFT
vypocty. Navic jsme zjistili, Ze vystavbové kiivky dvou-
kvantovych (DQ) ''B-"'B signali velmi presn& odrazi bor-
borové meziatomové vzdalenosti a to az do vzdalenosti 6
az 7 A (cit. ***"). v pfipadé bortezomibu byla takto stano-
vena uniformni B...B vzdalenost 2,6 A, coz jednozna¢né
odpovida boroxinovému cyklu. Analyzou ''B MAS NMR
spekter jsme také zjistili, Ze boroxinové kruhy jsou vniting
stabilizovany transformaci jednoho az dvou atomi boru
z trigonalni koordinace smérem k tetraedralni geometrii za
vzniku sekundarnich péti¢lennych kruhii (obr. 3b).

Je tedy ziejmé, ze kombinace experimentalnich
"B NMR piistupti s kvantové-chemickymi vypoéty umoz-
nila podrobné sledovat nejen jiz dfive pfedpovézenou kon-
denzaci molekul bortezomibu, ale také odhalit unikatni
dfive nepopsané lokalni struktury boroxinovych motivil
obou polymorfii bortezomibu. Polymorfismus téchto far-
maceuticky aktivnich latek tak ziskal zcela novy rozmér.
A tak diky schopnosti piesné popsat vSechny procesy, ke
kterym dochazi pfi vyrobé a formulaci 1é¢iv na bazi pepti-
dovych derivati kyseliny boronové, se podstatné otevira
cesta ke snadnéjsi optimalizaci novych vysoce aktivnich
kancerostatik.
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4.2. Tuhé polymerni disperze 1é¢iv a mukoadhezivni-
bukalni filmy

Polymery hraji pfi vyvoji novych biomateriali a for-
mulaci pokrocilych 1ékovych forem vyznamnou roli. Poly-
mery diky své strukturni a chemické variabilité jsou nedil-
nou soucasti systému pro cilenou dopravu a kontrolované
uvolnovani 1é¢iv. Pomocné latky na bazi polymerni matri-
ce pak umoznuji stabilizovat aktivni latky v podobé tuhych
disperzi, které vykazuji neobvyklou variabilitu vnitini
architektury a s ni spojenych fyzikalné-chemickych vlast-
nosti**%.

S vyuzitim technik NMR spektroskopie pevného sta-
vu zaloZenych na sledovani 'H spinové difuze jsme mohli
detailn¢ nahlédnout do struktury téchto kompozitnich ma-
terialti a odhalit kli¢ovou roli polymerni matrice pfi stabili-
zaci a tvorbé téchto disperzi aktivnich latek. Pfi rozsahlém
testovani fady polymeri liSicich se v chemickém slozeni
a délce polymerniho fetézce se prokazalo, ze dana aktivni
substance (napf. kyselina acetylsalicylova, kterou obsahuje
napt. 1ék Acylpirin) mlize vytvaret minimalné ctyfi zcela
odlidné typy tuhych disperzi (obr. 4)*. Tuhy roztok mole-
kularné dispergované kyseliny acetylsalicylové (ASA)
vznikd v matrici polyvinylpyrrolidonu (PVP) (obr. 4a),
zatimco v matrici tvofené poly-2-ethyl-2-oxazolinem
(PEOx) byly identifikovany klastry aktivni latky o velikos-
ti n€kolika nanometrd (obr. 4b). Amorfni skelna suspenze
mikrokrystalitd aktivni substance pak vznikd v matrici
poly-N-(2-hydroxypropyl)-metakrylamidu (PHPMA)
(obr. 4c) a v krystalické matrici polyethylenoxidu (PEG)

PVP-ASA

a)

c)
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vznikéd krystalicka tuha disperze nanokrystalitd kyseliny
acetylsalicylové (obr. 4d). Rozdily ve struktufe se samo-
ziejm¢ promitly do rychlosti uvoliiovani 1é¢iva, do diso-
luénich profilti, které bylo mozno dale optimalizovat
a kontrolovat délkou polymernich fetézcu.

Polymery v§ak mohou slouZit nejen jako nosi¢ aktivni
terapeutické farmaceutické ingredience, ale mohou zaro-
ven vytvaret podporu pro rist bunék. A tak v souvislosti
s vyvojem novych biomateriald jsme se nedavno intenziv-
n¢ zabyvali hleddnim optimalnich sitovacich ¢inidel algi-
nati, coz jsou piirodni polysacharidy Siroce pouzivané pro
bunééné transplantace. Alginaty patfi mezi hydrokoloidy,
tj. vysokomolekularni latky charakterizované schopnosti
pevné a stabilné vazat znacnd mnozstvi vody (az stonaso-
bek vlastni hmotnosti). Hydrogely s alginaty se dnes pou-
zivaji v 1ékatstvi u rliznych poranéni jako ochranna vrstva
mezi poskozenou tkani a obvazem, a také ve spojeni
s zivymi bunkami mohou slouzit jako ,,inkoust“ do 3D
tiskaren pro tisk matrice lidskych organti, napft. ucha.

Alginat je po chemické strance polysacharid tvofeny
dvéma slozkami — manuratem (M) a guluronatem (G)
(obr. 5a). Obé slozky jsou do struktury alginatu zabudova-
ny ve formé bloki. V molekule alginatu mizeme stéidave
nalézt ruzné velké oblasti tvofené bud’ molekulami M,
nebo G. Tato zdanlivd mali¢kost je pro vlastnosti alginitu
velice dilezita. Gel vznikd v piitomnosti dostate¢ného
mnozstvi vicemocnych iontd. Vazebnymi misty jsou pte-
devsim sekvence G tsekd obsahujicich alespon Ctyfi jed-
notky guluronové kyseliny. Sekvence bohaté na M bloky
hraji kli¢ovou roli mediatort pii samousporadavani algina-

PEOx-ASA

PEG-ASA

_300nm

Obr. 4. Graficka reprezentace vnitini architektury tuhych disperzi kyseliny acetylsalicylové (ASA) v matrici polyvinylpyrrolidonu
(PVP) (a), poly-2-ethyl-2-oxazolinu (PEOXx) (b), poly-V-(2-hydroxypropyl)-metakrylamidu (PHPMA) (c) a polyethylenoxidu

(PEG) (d) (upraveno podle cit.”®)
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Obr. 5. Graficka reprezentace struktury alginatového retézce
s diddami guluronovych a manuronovych jednotek (a)
a dvoudimenzionalni (2D) 'H-"C WISE NMR spektrum algi-
nitu sitovaného iontem AI**

tovych gell. Ve spolupraci s Veterinarni a farmaceutickou
univerzitou v Brné (VFU) jsme nalezli zakonitost mezi
velikosti (iontovym polomérem) sit'ovaciho iontu a struk-
turnimi defekty v oblasti manuronovych blokt. Ty zcela
jisté hraji roli mediatord, které svou otevienou konformaci
a jistou flexibilitou umoziiuji komplexaci guluronovych
blokd, jez tak zajistuji tvorbu sit€¢ v podobé fragmentl
podle ,.egg-box* modelu™. Také se podafilo prokazat pre-
feren¢ni lokalizaci vody v blizkosti manuronovych jedno-
tek, coz lze dobfe dokumentovat na Sté€peni signalu
M-jednotek v 'H-"*C WISE NMR spektru (obr. 5b). Snad
i diky tomu vykazuji tyto M-jednotky zvySenou segmento-
vou pohyblivost®.

Polymery jsou tedy vhodnym nosi¢em 1é¢iva ¢i pod-
parnym prvkem pro rist tkani, kdy se napf. termalné pre-
pracovany polyakrylonitril diky své unikatni 3D struktufe
jevi jako idealni material pro regenerativni medicinu®.
Mohou mit také funkci terapeutickou. Typickym ptikla-
dem je Sevelamer nebo Colesevelam, coZ jsou nerozpustné
zesitované polymery pouzivané napiiklad ke snizeni zvy-
Seného obsahu nizkohustotniho lipoproteinového choleste-
rolu (LDL-C) u pacientit s primarni hyperlipidemii. Na
obdobném principu vychytavani nezadoucich latek (iontl
Cu®") byl nedavno vyvinut v Ustavu makromolekularni
chemie AV CR systém na bazi modifikované celulosy
azesitovaného chitosanu s kovalentné vazanym
8-hydroxychinolinem, ktery vykazuje neobvykly potencial
byt vynikajicim terapeutickym prostiedkem pro 1écbu
Wilsonovy nemoci™.

Uzite€nost polymerd také mize lezet v jejich mecha-
nickych vlastnostech, jako je elasticita, houzevnatost ¢i
pfilnavost k povrchu. Material kombinujici tyto vlastnosti
je pak idealni pro terapeutické aplikace kombinované
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s lokalnim krytim zanétlivych lozisek v duting Ustni. A tak
nejnovéjsi 1ékovou formou uréenou pro aplikaci na oralni
sliznici jsou mukoadhezivni bukalni filmy (MBF) na bazi
syntetickych polymeri. Diky nanesenému polymernimu
filmu s ucinnou latkou dojde nejen k prodlouzeni doby
expozice 1é¢ivé latky, ale také k ochrané 1éze pred mecha-
nickymi stresy dutiny ustni. MBF mohou byt také pouzity
1 pro systémovou lécbu, kdy je vyhodou pfimé vstiebani
ucinné latky pres ustni sliznici do krevniho obéhu, a kdy
se 1é¢ivo na rozdil od béZzného oralniho podani dostadva na
cilové misto, aniz by proslo v prvni fazi jatry. DalSimi
vyhodami oproti perordlnimu podéni jsou nizkd enzyma-
ticka aktivita v ustech, stejné¢ jako dobry pfistup k 1écivu
ajeho snadné odstranéni v pfipad€ vzniku nezadoucich
efektd. MBF jsou koncipovany jako vrstvené folie, sklada-
jici se ze dvou nebo tfi vrstev. Setrvani téchto filmu
v dutin¢ ustni je pak projevem tzv. mukoadheze, ktera je
specifickym ptipadem bioadheze, kdy dochazi ke vzajem-
nému proplétani a penetraci makromolekularnich fetézct
polymeru a mucinu a posléze k vytvoreni interakci mezi
témito fetézci.

Soucasti naSeho neddvného vyzkumu byla pfiprava
a strukturni charakterizace mukoadhezivnich bukalnich
filmu, kde aktivni latkou byl ciclopirox olamin (CPX), coz
je synteticky antimykoticky prostiedek pro topickou der-
matologickou 1é¢bu povrchovych mykdz, ktery byl zabu-
dovan do matrice polyethylen oxidu (PEO) mékéeného
glycerolem®. Bylo neobvyklé, Ze systémy, které obsaho-
valy malé mnozstvi aktivni latky (CPX), vykazovaly rych-
1¢ uvolnéni 1é¢iva a ztratu mechanickych vlastnosti, zatim-
co systémy s vysokym obsahem CPX vykazovaly pozado-
vané zpomalené uvoliiovani 1é¢iva pfi zvySené mechanic-
ké odolnosti proti poSkozeni na sliznici, kdy elasticita
a plasticita tohoto materidlu byla piekvapivé vysoka.
Kombinaci riznych typd experimenti NMR v pevném
stavu bylo zji§téno, Ze tyto materialy se dramaticky 1isi ve
své struktute. Filmy snizkym obsahem CPX vytvofily
dvoufazové nanoheterogenni filmy, ve kterych byla aktiv-
ni latka molekularné dispergovéana v amorfni matrici PEO.
Tato amorfni matrice pak byla osidlena malym mnozstvim
krystalitd polymeru (obr. 6a). Na druhou stranu, systémy
s vysokym obsahem CPX vykazovaly architekturu pseudo
-kokrystalické tuhé disperze, kdy lé¢ivo vykrystalizovalo
v mezilamelarnim prostoru krystaliti polymerni matrice
(obr. 6b). Tyto filmy také obsahovaly velmi malé mnoz-
stvi amorfni faze, coz v kombinaci se vzdjemnymi povr-
chovymi interakcemi krystalitd aktivni latky a polymerni
matrice zpusobilo jak zvySeni mechanické odolnosti, tak i
zpomaleni uvoliiovani 1é¢iva. Je to tedy kombinace dvou
faktort, ktera definuje strukturni a fyzikalné-chemické
vlastnosti téchto systémui: a) pfistupnost a afinita vhod-
nych molekularnich mist pro tvorbu interakce polymer-
léc¢ivo s vodikovou vazbou a b) tendence polymernich
fetézcl ke vzniku vysoce krystalické faze. Je tedy ziejmé,
ze biologickou dostupnost 1é¢iva lze ucinné fidit cilenym
strukturovanim mukoadhezivnich bukélnich filma.
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Obr. 6. Graficka reprezentace vnitfni architektury mukoad-
hezivnich bukalnich filmi (MBF) ciclopirox olaminu (CPX)
na bazi polyethylenoxidu (PEO). Systém s nizkym obsahem
aktivni latky je uveden na obrazku (a), zatimco typicky systém
s vysokym obsahem aktivni slozky je znazornén na obrazku (b)
(upraveno podle cit.**)

4.3. Hybridni anorganicko-organické materialy
a nanomaterialy ve sluzbach mediciny

Exkurze svétem struktury pokrocilych farmaceuticky
aktivnich materialti a bio-materiald vyvijenych v Ustavu
makromolekularni chemie AV CR a vidéna o¢ima NMR
spektroskopie pevného stavu se pomalu blizi ke svému
zavéru, ale zaroven se vraci na zacatek. Richard Feynman
Jiz téméf pred Sedesati lety oteviel dvefe do svéta nanoma-
teriald a nanotechnologii. V oblasti nanomediciny nedavné
usili o optimalizaci terapeutické ucinnosti noveé objeve-
nych 1é¢iv vedlo k formulaci originalnich nanostrukturnich
systému, které¢ umoziuji nejen cilené doruceni 1éciva, jeho
tizené uvolnovani a doc¢asnou ochranu, ale také kombinuji
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vyhody pevnych a kapalnych 1ékovych forem. V této sou-
vislosti byly vyvinuty systémy, které se makroskopicky
chovaji jako pevné praskové materidly, ale které ve své
porézni hmot¢ ukryvaji aktivni substance ve formé kapalné
a tudiz snadno uvolnitelné do télnich tekutin. Tyto
liquisolid“ systémy jsou zalozeny na zabudovani kapalné-
ho filmu aktivni latky na povrch mezoporézni siliky, kdy
se jako rozpoustédlo obvykle pouziva PEO s nizkou mole-
kulovou hmotnosti. A ackoli jiz bylo mnoho uc¢inéno pii
syntéze téchto material, velmi malo je znamo o jejich
struktufe, zvlasté o molekularni struktufe aktivnich latek
na fazovém rozhrani. Vzhledem ke komplexnosti slabych,
a vétSinou reverzibilnich interakci mezi povrchem a aktiv-
ni slouceninou lze o¢ekavat vznik fady nejriznéjsich uspo-
fadani a to od tvorby kapalnych filmt, vzniku krystalic-
kych, amorfnich i ¢aste¢né uspotfadanych domén az po
vznik jakychsi protokrystalickych ¢i kapalné-krystalickych
fazi (obr. 7)*>3.

Z toho divodu, ve spolupraci s farmaceutickou spo-
le¢nosti Teva Czech Industries a Ratiopharm GmbH, sou-
stavné rozvijime spolehlivé experimentalné-vypocetni
strategie, které poskytuji jasny pohled na strukturu téchto
komplexnich hybridnich anorganicko-organickych systé-
mu mikrocastic pro podavani 1€kl na irovni atomového
rozliseni. V této souvislosti jsme jiz dokazali vyvinout
relativné jednoduchou a robustni metodu, kdy jsme téz
prokazali vznik exotickych caste¢n¢ uspotradanych
(protokrystalickych) fazi 1é¢iv, které vznikaji na povrchu
indukovény porézni strukturou nosi¢e®. Tyto siln& organi-
zované faze reprezentuji netradi¢ni formu hmoty nachaze-
jici se na rozhrani kapalné a pevné faze, nebot’ stale vyka-
zuji chovani roztoku, kdy molekuly jsou pohyblivé a vyka-
zuji jistou nezanedbatelnou kooperativni dynamiku a diky
tomu usnadiiuji uvolnéni 1é¢iva do télnich tekutin. Na dru-
hou stranu tyto faze zaroven vykazuji vysokou miru moleku-
larntho uspofadani a architektury, ktera tak dava systému
dostatecnou dlouhodobou stabilitu pfi skladovani 1éCiva.

Obr. 7. Graficka reprezentace vnitfni architektury typickych
hybridnich anorganicko-organickych ,,liquisolid* systému
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5. Zavér

Vedle sofistikované supramolekularni syntézy vyza-
duje vyvoj novych materialii a nanomaterialt, pro farma-
ceutické a biomedicindlni aplikace, mit k dispozici G¢inny
nastroj, kterym je mozné sledovat strukturni a chemické
pfemény téchto komplexich systému v atoméarnim rozlise-
ni. Jedna se vSak o velice ptisny pozadavek, nebot’ nové
formulované mnohaslozkové systémy se ptirozen¢ nacha-
zeji na hranici mezi krystalickymi a amorfnimi pevnymi
latkami, pro které jsou vysoce kvalitni difrakéni data jen
obtiZzn€ dosazitelna. Jak vSak vyplyva z vySe uvedené krat-
kého shrnuti, jsou to nejmodernéjsi kombinace pokroci-
lych technik NMR spektroskopie pevného stavu, praSkové
rentgenové difrakce a kvantové-chemickych vypocta, kte-
ré nabizeji zna¢né mnoZstvi velmi efektivnich strategii, jak
nahlédnout do nitra nanostrukturovanych a mnohdy hyb-
ridnich materiald a nalézat nové a n€kdy i netradi¢ni formy
hmoty.

Vyvoj pokrocilych funk¢nich materiali a nanomateri-
alt bézi kupredu tempem tak rychlym, Ze mnohdy je obtiz-
né nové objevy a trendy zachytit a efektivné prevést do
Siroké praxe. V této véci je tudiz nezbytna tizka spoluprace
s aplikacni sférou, znalostné orientovanymi primyslovymi
spole¢nostmi, které dokazi predefinovat nékdy velice kom-
plikovany a Siroce pojimany akademicky problém. Dalsi
nezbytnosti pro docileni efektivniho vyzkumu je multidis-
ciplindrni a meziinstitucionalni spoluprace, kdy spojenim
zna¢ného znalostniho potencialu riznych specializovanych
instituci povede k dosazeni znacnych synergickych efekta
a nalezeni feSeni védeckého problému v realném Ccase.
Farmaceuticky a bio-medicinaln€ orientovany vyzkum
realizovany v Ustavu makromolekularni chemie AV CR
tyto atributy dlouhodobé naplnuje. A pravé diky intenzivni
a dlouhodobé spolupraci ustavu s pramyslovymi spolec-
nostmi, jako je napf. Teva Czech Industries, s.r.o., Zentiva
k.s., auniverzitnimi pracovisti napf. s Vysokou Skolou
chemicko-technologickou v  Praze, ¢i Veterinarni
a farmaceutickou univerzitou v Brné¢, mohlo byt dosazeno
vySe uvedenych vysledkd.

Autori ¢lanku dekuji Ministerstvu Skolstvi, mlddeze
a télovychovy CR za financéni podporu vyzkumu v ramci
programu Narodni program udrZitelnosti I (NPU 1), pro-
jekt LO1507 POLYMAT.
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A sustained effort to maximize the therapeutic effect
of newly discovered active pharmaceutical ingredients
(APIs) leads to the search for and development of ad-
vanced drug formulations. In this regard, a range of multi-
component and nanostructured systems that often combine
the properties of solid and liquid materials have been de-
veloped. Besides the sophisticated supramolecular synthe-
sis the development of these systems also requires in-depth
view into their local architecture at atomic-resolution lev-
el. As these materials naturally exist at the borderline be-
tween the solid and liquid phases, the high-quality diffrac-
tion data are inherently unavailable. Therefore the structur-
al description of these materials requires development of
novel and highly efficient strategies. The aim of all this
process is formulation of computation-experimental proce-
dures allowing for precise characterization of the complex
pharmaceutical systems including composite solids, nano-
crystalline systems as well as partially ordered materials.
In this regard, NMR crystallography belongs among the
most successful approaches. In this contribution we report
our recent achievements in characterizing atomic-
resolution structure of complex pharmaceutical solids such
as peptide derivatives of boronic acid, hybrid organic-
inorganic liquisolid drug delivery systems, polymer-drug
solid dispersions and mucoadhesive buccal films.

Keywords: solid-state NMR spectroscopy, drugs, bio-
materials, advanced formulations, hybrid systems



